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PREMESSA

Le patologie allergiche rappresentano un esempidisdirdini genetici complessi e sono
caratterizzate da un’elevata eterogeneita fenatipfe dipende dagli effetti combinati di piu
loci genici e numerosi fattori ambientali, ciascuoon gradi variabili di coinvolgimento
individuale.

Lo studio delle interazioni geni-ambiente prendesame dei modelli in cui € importante
considerare che determinati genotipi possano predurispettivi fenotipi, solo in certe
situazioni di esposizione ambientale.

Se da una lato, i progressi tecnologici in ambitnaico, hanno dato sempre piu
importanza agli studi di associazione nel camptadelerca allergologica, allo stesso tempo,
e cresciuta anche la considerazione dell'influedeafattori ambientali (allergeni, fumo di
sigaretta ed inquinanti) nello sviluppo delle ajlgpatie respiratorie.

L’attivita di ricerca descritta nella prima partelld tesi di dottorato, e svolta presso |l
Dipartimento di Biopatologia e Biotecnologie Medich Forensi, si € inserita all'interno di un
progetto, finanziato nel corso del 2007-2008 dajkAzia Regionale per la Protezione
dellAmbiente (ARPA-Sicilia), in collaborazione cdistituto di Biomedicina e Immunologia
Molecolare (IBIM) del CNR di Palermo.

Il progetto ha indagato gli effetti del’ambientalle patologie respiratorie, basandosi su
un’analisi multiparametrica ed interdisciplinare dn campione rappresentativo della
popolazione scolastica, della citta di Palermo.

Parallelamente alla valutazione, strettamenteagindegli effetti di inquinanti atmosferici
ed allergeni sulla salute respiratoria dei soggwetsi in esame, sono state da noi analizzate
alcune varianti genetiche correlate al rischiovidliale di sviluppare allergopatie respiratorie.

La ricerca di fattori di rischio sia genetici chml@entali nellambito delle allergie, ha
evidenziato I'importanza dell'interazione tra detaranti genetici ed inquinanti aerei
occasionali ad esposizione sporadica.

E’ ampiamente documentato come, gli inquinanti gmésnell’atmosfera, determinino un
aumento dello stato inflammatorio a livello broratkbi (proliferazione delle cellule
inflammatorie) e sistemico (incremento delle IgEd una maggiore reattivita del soggetto
verso gli allergeni inalati.

Sulla base di tali indicazioni sperimentali, nefaconda parte della tesi si & voluto
analizzare in un opportuno sistemavitro di epitelio bronchiale, gli effetti dei pollini @egli

inquinanti in modo di ricreare la condizione fldgga acuta dell’'epitelio polmonare. Questa
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parte dello studio, si & focalizzata sulla valutagi delle interazioni tra aeroallergeni e
materiale particolato e sugli effetti combinati cheesti composti esercitano a livello cellulare

e molecolare.



INTRODUZIONE

LE ALLERGOPATIE RESPIRATORIE

Dati epidemiologici

Le allergie respiratorie sono malattie inflammagodelle vie aeree caratterizzate da una
considerevole eterogeneita sia nel fenotipo chia fislopatologia.

Dal punto di vista clinico I'asma bronchiale e lmite allergica rappresentano le
allergopatie piu frequenti; inoltre, tali sindrompur manifestandosi a qualsiasi eta, si
sviluppano prevalentemente nell’infanzia o nell'ledoenza (Galassi C. 2006).

Numerosi studi epidemiologici, evidenziano I'etezngita ed il progressivo aumento di
incidenza di tali patologie soprattutto nelle aneetropolitane piu industrializzate, correlando
le allergie respiratorie con diversi fattori scatet: stili di vita, condizioni climatiche, fontiid
inquinamento ambientaleutdoor e indoor e predisposizione genetica (Lopez-Campos JL.
2008).

Negli ultimi decenni e stato registrato un prognes®umento di asma e allergie, sia nei
paesi piu industrializzati del mondo occidentales oei paesi in via di sviluppo.

La prevalenza dell'asma e dei sintomi ad essa mdbBar stata oggetto di studio di
numerosi gruppi di ricerca in tutto il mondo. Sehdde differenze metodologiche tra questi
studi, rendano difficile una comparazione diretta i risultati ottenuti dalle analisi
epidemiologiche, il trend di aumento di prevalemdl’asma e di altri ‘disordini atopici’
correlati, é stato validato in paesi molto divesisi geograficamente che etnicamente (Pearce
N., Douwes J. 2006).

Le variazioni osservate nella prevalenza dei sintimasma, rinocongiuntivite ed eczema,
oscillano da 10 a 20 volte tra i diversi paesi ethirfo suggerito una grande influenza dei
fattori ambientali sull’esacerbazione delle patadogjlergiche.

Al fine di ottenere informazioni dalle indagini éemiologiche effettuate, e di comparare
la prevalenza delle patologie allergiche in piu qlapioni, € stata recentemente istituita la
terza fase del progetto ISAATh{ernational Study of Asthma and Allergies in Ghdod.

Questo studio, avviato nel 1992 (fase 1), ha corteto le prevalenze internazionali e
regionali di asma, rinocongiuntivite allergica exxema atopico in bambinitrai 6 e i 7 anni e
in adolescenti tra i 13 e i 14 anni, in 155 cedt®6 paesi di varie aree del mondo (Asher M.
1995).



Tra i diversi centri sono state registrate ampigaz#oni nella prevalenze delle suddette
patologie; ad esempio, nel gruppo degli adolescenfercentuali di prevalenza oscillavano
dall'1,6% al 36,8% per I'asma, dal 1,4% al 39,7% lpainite allergica e dallo 0,3% al 20,5%
per I'eczema.

Le differenze geografiche nella prevalenza debeptologie concordavano con le stesse
tendenze osservate in un altro studio, 'TECRHSdotin su soggetti adulti e su un piu piccolo
numero di centri e di paesi (Pearce N. 2000).

Il progetto ISAAC ha suggerito come la variabilifaografica dei sintomi, anche in gruppi
simili sotto il profilo genetico, sia strettamengata a fattori socioeconomici, climatici,
alimentari ed ambientali. Pertanto, in alcuni dentd partecipanti, negli anni 2000 e stata
realizzata una seconda fase (ISAAC II) con lo scajpoidentificare i fattori chiave
responsabili delle differenze di prevalenza osgerva

Infine, la terza fase di ISAAC (ISAAC IIl) é staswolta per la maggior parte nel 2002-
2003 per confrontare, circa sette anni dopo la prparte dello studio, la prevalenza delle
stesse patologie, e riportarle in una ‘mappa maedigobale che includeva 280 centri di 106
paesi diversi.

Parallelamente alle fasi | e Ill degli studi intazionali ISAAC, in ltalia, sono stati avviati
due progetti SIDRIA (Studi Italiani sui Disturbi Raratori dell'Infanzia e ’Ambiente) con le
stesse modalita, su un campione rappresentatiewodi 40.000 alunni delle scuole medie ed
elementari di 13 centri sparsi sul territorio nazle.

| dati epidemiologici emersi dallo studio ISAAC Bbno di piu complessa interpretazione.
Nell'insieme, gli aumenti di prevalenza per I'asnt@finocongiuntivite allergica o I'eczema
sono due volte piu frequenti delle diminuzioni, @@ osservati piu spesso nei bambini
piuttosto che negli adolescenti. L'incremento dedlergie € piu netto per I'eczema nel
gruppo dei bambini e per la rinocongiuntivite algizesi eta.

Al contrario, nei centri in cui era stata regisraina piu alta prevalenza iniziale, I'asma
negli adolescenti risulta in diminuzione piuttoste in aumento (Asher MI. 2006).

Sebbene la prevalenza di asma bronchiale, riritegada ed eczema atopico risulti spesso
correlata, tale associazione non e sempre forteasggmificativa.

In alcuni centri infatti, & stata registrata umeta prevalenza per 'asma ma non per la
rinite o per I'eczema e viceversa, probabilmentelpe i fattori di rischio piu importanti per
I'insorgenza di disordini correlati, potrebbero nessere comuni, o potrebbero necessitare di

differenti periodi di latenza (Pearce N. 2000).



Gli studi di popolazione effettuati hanno ulteri@mte confermato I'enorme eterogeneita e
complessita delle allergopatie respiratorie e l@abdita dei fattori che influiscono sulla storia
naturale di queste patologie, evidenziando la rs#@edi adoperare approcci integrati per lo
studio delle malattie complesse.

| dati riportati in letteratura sottolineano ineltfa stretta relazione tra predisposizione
genetica e fattori ambientali nello sviluppo dedktologie respiratorie. L'influenza di fattori
genetici € gia accertata ed & considerata unordwiiali fattori di rischio: i figli di genitori
allergici presentano un rischio del 60% di svilugpallergopatie quando un genitore é
allergico, ed addirittura dell'80% quando lo sontrambi. Diversi studi effettuati su gemelli
monozigoti e dizigoti confermano un tasso di codaorza piu elevato nei primi rispetto i
secondi (Sarafino EP., Goldfedder J. 1995).

L’ereditarieta di tali patologie & stata globalmestimata in un intervallo che va dal 36%
(Nieminen MM. 1991) al 75% nei gemelli (Duffy DL.920). Risultano inoltre essere
ereditabili i fenotipi associati alle allergopateme il livello sierico totale delle IgE, valori
elevati di conta degli eosinofili nel sangue e waaiabile risposta a farmaci colinergici
antispastici come I'istamina e la metacolina (Palbie 2000).

La conoscenza della genetica delle allergie respieaée considerevolmente aumentata
negli ultimi decenni. Dal primo studio effettuatel 1989 (Cookson WO. 1989), che correlava
il locus cromosomico 11g13 all’atopia, sono statbiplicati centinaia di lavori con lo scopo di
identificare le variazioni genetiche responsabdilel basi patofisiologiche di questi disordini

complessi.



Le malattie multifattoriali

Uno dei maggiori traguardi delle scienze biomedicted ventesimo secolo € stata
I'identificazione, attraverso studi di clonaggiosmonale, di varianti genetiche responsabili
delle piu note malattie mendeliane o monogenicloenec la fibrosi cistica o la Corea di
Huntington.

Gli stessi studi diinkageo di associazione non si sono rivelati adeguati,l'analisi delle
malattie ad eziologia complessa, in cui la mancadizan chiaro pattern di trasmissione
ereditaria, I'elevata eterogeneita genetica o iallele l'influenza dei numerosi fattori
ambientali, rendono difficile una correlazione wua tra genotipo e fenotipo.

Le patologie complesse o multifattoriali, come #@ncro, le malattie cardiovascolari le
patologie allergiche respiratorie, dipendono dphasenza di piu loci (o geni) di suscettibilita
che hanno uno specifico impatto sul fenotipo, d’idrazione con altri fattori, la cui
frequenza e distribuzione e altamente variabilglirandividui e nelle popolazioni.

Il termine “complesso” definisce sia i caratteriagtitativi, detti anche poligenici, che
presentano un continuum di variabilita fenotipista{ura, peso corporeo, pressione sanguigna
e il metabolismo) sia i caratteri qualitativi, imnida manifestazione del fenotipo finale &
determinata dall’interazione tra fattori ambientali genetici, ognuno con uno specifico

contributo (figura 1).
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Figura 1. Contributo dei fattori génoeed ambientali nella determinazione del fenotimale.

Studi di genetica effettuati su modelli animali,id@nziano l'incidenza dei fattori

ambientali come determinanti di fenotipi complessdimostrano l'esistenza di una forte
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interazione geni-ambiente. Da uno studio su 2448 ¢eneticamente eterogenei, e stata
riportata I'ereditabilita di 88 fenotipi complessiassificati in immunologici, biochimici ed
ematologici e rappresentativi di diversi modelli miialattie multifattoriali (asma, diabete
mellito di tipo-2, obesita e ansia). La varianzadipica risultante dalle interazioni delle
covarianti fisiologiche ed ibackgroundgenetico, € risultata maggiore, rispetto al valore
attribuito ad ogni singolo effetto ambientale o g0, considerato separatamente (Valdar W.
2006).

Nelle patologie complesse infatti, I'interazione Itiplla tra geni diversi e I'incidenza dei
molteplici fattori ambientali, contribuiscono in soira diversa all’espressione del fenotipo.
Quanto minore e leffetto di un determinato gené femotipo, tanto maggiori sono le
difficolta di rilevamento degli effetti causali delvariante in esame.

Per tali ragioni, la maggior parte degli studi ds@aciazione genetica, nhon vengono sSpesso
consistentemente replicati nell’ambito dello studiétle malattie multifattoriali.

E’ necessaria un’indagine di tipo integrato, in ¢aivariante genetica sia correlata a
specifiche manifestazioni fenotipiche, carattectsti della condizione patologica. Tale
approccio considera simultaneamente l'influenzafatori biologici (di tipo epigenetico,
epistatico, variazioni aplotipiche e dellambientellulare) e di fattori ambientali
(occupazionali, stile di vita, infezioni, dieta)he interagiscono all'interno di ipotetiche

“finestre di opportunita” determinando quindi, westa eterogeneita di fenotipi (figura 2).
d
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Figura 2. Diversi approcci per lo studio della ga@#edelle patologie. a) Nel modello statico, lgsenza di
DNA ¢é associata in modo lineare al rischio di ntalab) Nel modello integrato, I'influenza di fatt@mbientali
e di sistemi biologici che interagiscono all'interdi specifiche finestre di opportunita, correlardgiazioni di

sequenza a molteplici fenotipi patologici.



Sulla base di questa eterogeneita, nasce la n&cedsistudi genetici finalizzati
all'identificazione ed alla corretta classificazéoni fenotipi ben distinti ed associabili alle
patologie allergiche respiratorie.

Identificazione di varianti geniche nelle patologiecomplesse

Esistono tre principali approcci statistici peréntificazione di geni o varianti geniche
nello studio delle patologie complesse: 1) l'analislinkage 2) lo studio di associazione e 3)
I'admixture mapping

In breve, l'analisi dilinkage € un analisi di segregazione familiare che peenélit
assegnare un gene o un locus ad una determinaaeegyomosomica definita da un insieme
di marcatori polimorfi (ad esempio i microsatelliti

Se il marcatore genetico e la variante patologicesn stretta vicinanza in un determinato
punto del genoma, vengono trasmessi attraversenergzioni (Bray MS. 2000).

Pertanto, tutti i membri di una famiglia affetti daa determinata patologia, erediteranno lo
stesso allele marcatorelinkagecon l'allele responsabile del fenotipo patologico.

Quando le famiglie studiate sono abbastanza estas@oter dimostrare che la co-
localizzazione tra il gene-malattia e il marcatam € un evento casuale, allora i due loci
(malattia e marcatore) sono dettiimkage (Risch NJ. 2000).

Tuttavia, le analisi diinkage non sono altamente specifiche; esse delimitaoregione
cromosomica (non un gene o una variante genidag pad contenere anche centinaia di geni,
all'interno della quale si procede per la ricerad dene candidato, attraverso successive
indagini dipositional cloning(Baye TM. 2010).

Nell’analisi delle patologie complesse si utilizzéinkagenon-parametrico, uno studio che
puo essere effettuato su coppie di fratelli, suigginestese o su intere popolazioni (Strachan
T., Read AP. 1999) senza che siano definiti deaupatri a priori (come il tipo di ereditarieta,
la penetranza, la segregazione).

Il secondo approccio alternativo & lo studio dioagzione, il cui scopo & quello di
determinare se la presenza di una variante genitgpdrticolare SNPs) sia correlata
all'aumento o alla diminuzione del rischio di sypare patologie complesse. Gli studi di
associazione misurano la dipendenza statisticadia o piu variabili, confrontando le
frequenze alleliche o genotipiche in un campionmdividui che presentano una determinata
patologia, e le frequenze dello stesso allele ircampione di controlli sani (caso-controllo)
(McCarthy MI. 2008).



Alcuni problemi ricorrenti negli studi genetici dbopolazione, sono connessi alla
riproducibilita dei risultati ottenuti e derivanogvalentemente dalle differenze riscontrate tra
le popolazioni in esame, dalla disomogeneita detodieutilizzati nella definizione del
fenotipo e dall’'eterogeneita genetica della pat@l@egnsiderata (Steinke JW. 2008).

In ultimo, 'admixture mapping un metodo utilizzato per l'identificazione di ey
cromosomiche contenenti tratti legati ad alleliesteali. 1| mescolament@@mixturg avviene
guando due o piu popolazioni geneticamente difterenfondono a formare una nuova
popolazione. L’identificazione e la localizzaziomg geni utilizzando nello studio una
popolazione “admixed” e chiamagamixture mappingNegli studi diadmixture mapping
ricercatori combinano le informazioni di una popbtme nota con le informazioni
genotipiche dei soggetti, utilizzando marcatorinfiormativita ancestrali (AIMs). Alcuni studi
ad esempio, dimostrano che le patologie allergsdr® piu diffuse tra popolazioni ancestrali
provenienti dal West Africa rispetto quelle Eurogeégins PS. 2005). La popolazione Afro-
Americana & una popolazione eterogenea, per cuaa dir 20% del materiale genetico
identificato si ritrova anche in popolazioni ancaltEuropee.

L’associazione tra 'aumento del rischio di svilapp I'asma e l'origine africana, e la
natura eterogenea della popolazione Afro-Americauggeriscono cheddmixture mapping
potrebbe essere una strategia per la ricerca dilggeti allasma nello studio di popolazioni

geneticamente eterogenee (Parra EJ. 1998).

Il progetto HapMap

Nel corso degli anni, lo studio delle patologie @besse ha subito un grande evoluzione;
I'analisi del singolo locus genico €& stata superata screening di piu varianti
contemporaneamente, dall'identificazione di insieimioci di suscettibilita o di geni associati
ad una patologia.

Gli studi di associazione sono progrediti sottoediv aspetti; € aumentato il numero di
SNPs analizzati, sono state implementate le celses® i programmi statistici e bioinformatici
per l'analisi, € stata presa in notevole considerez la valutazione funzionale
dell’'espressione genica, delle cause ambientadpggenetiche (Cookson W. 2009).

Nel 2002 un team internazionale composto da 20&rgatori di 6 paesi ha iniziato la
costruzione di una mappa di alleli associati afi®fogie piu comuni, realizzando genome-
wide SNPs databaséacilmente accessibile online a tutta la comurstaentifica (sito

http://www.hapmap.ong




Durante la prima e la seconda fase del progetto stati genotipizzati circa di 3,2 milioni
di SNPs in 269 individui provenienti da 4 popolazidifferenti (Yoruban nigeriani (YRI),
giapponesi di Tokyo (JPT), cinesi Han (CHB) e uapgo di abitanti dello Utah con origini
europee (CEU).

Nella terza fase, il progetto HapMap € stato anmlianalizzando un numero minore di
SNPs (circa 1 milione e 300 varianti), incrementaadpiu di 1000 il numero di soggetti e
genotipizzando 7 nuove etnie (11 in totale): cirgisDenver (CHD), indiani Guajarati di
Houston (GIH), africani del sud-ovest degli Statitl (ASW), Luhya (LWK) e Maasai
(MKK) del Kenya, messicani di Los Angeles (MXL) ecie un gruppo di toscani (TSI).

Grazie a questa mappa dettagliata (1 SNP per tb08bp) si € compreso che il genoma
viene ereditato in blocchi e non in punti, ed é@asstarnita una guida per gli studi linkage-

disequilibriume ricerca del gene candidato e di associazieneme-widéBaye TM. 2010).

Studi di linkage genome-wide

Le prime fondamenta solide per la comprensioneeaiilersita genetiche tra gli individui,
sono emerse grazie al completamento del Progetior@& Umano, che ha reso disponibile la
sequenza dell'intero genoma, rivelando un’iderd#&99.5% tra individui casualmente sceli
all'interno di una popolazione. Il restante 0.5% genoma umano, caratterizzato da SNPs
(single nucleotide polymorphisinsCNV (copy number variation inserzioni, inversioni,
delezioni e duplicazioni (Redon R. 2006), e sogget variabilita individuale e mostra
cambiamenti all'interno della popolazione.

Tale tasso di variabilita interindividuale paricad,5%, € responsabile dell’'unicita dei tratti
genetici che distinguono gli individui, inclusedéferenze fenotipiche, le diverse risposte ad
esposizioni ambientali, la predisposizione e ldastesza ad alcune patologie e le risposte
individuali ai trattamenti farmacologici.

Negli anni piu recenti, lo studio delle basi geceti delle malattie complesse é stato
rivoluzionato dai progressi tecnologici basati auibizzazione genetica degli SNPs e sulla
caratterizzazione di milioni di varianti nel genooraano (Altshuler D. 2005).

Cio ha reso possibile la determinazione genotipinaultanea di piu di 500,000 SNPs nel
genoma di un singolo individuo.

| progressi tecnologici degli ultimi anni, hanndtéaemergere, I'importanza degli studi di
associazione con approcojenome-wideche a differenza degli studi dhkage mediante

positional cloning non richiedono il reclutamento e l'analisi fepada di un grosso numero
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di soggetti all'interno di una famiglia e hanno maggiore potere statistico a parita di numero
di soggetti.

L’approccio di tipo Genome-Wide(GWASs) permette di identificare, attraverso lo
screeningdell’intero genoma, le varianti geniche (per lai NPs, con un alto grado di
eterozigosita) associate ad una determinata naglatthisandosi sui gia noti metodi di
associazione di tipo caso-controlicage-control studigso attraverso lo studio dei soli casi
(case-only studigs

Sistemi di questo tipo permettono un’analisi maghio veloce ed accurata utilizzando
tecniche di genotipizzazion@gh—throughputsu piattaformearray che permettono I'analisi
contemporanea di migliaia di SNPs, e mettono iaziehe I'associazione con la patologia in
esame o con altre caratteristiche.

Dal 2005 ad oggi le analisi GWASs hanno rivoluziond studio dei fattori genetici
coinvolti nellinsorgenza di malattie complesseniha permesso di identificare piu di 150
fenotipi patologici e di associarli a centinaia differenti loci genici nel genoma umano
(Altshuler D. 2008, McCarthy MI. 2008).

Il primo studio GWASSs e stato pubblicato su Natost Febbraio del 2007 (Sladek R.
2007) per la ricerca delle varianti di suscettibitiel diabete di tipo II.

In seguito sono stati effettuati numerosi studi G8¢Asu alcune patologie complesse tra
cui 'asma bronchiale, l'artrite reumatoide, lipemsione, la psoriasi, implementando le
piattaforme di genotipizzazione e le analisi state e bioinformatiche.

| risultati ottenuti dagli studi GWASSs rappreseraomungque un primo step di analisi.
L'insieme dei dati forniti deve essere replicatovadidato, sono necessarie ulteriori meta-
analisi per determinare limportanza delle variaggniche considerate in popolazioni
multiple.

Allo studio genetico va affiancato uno studio bgbtm-funzionale per comprendere il
ruolo dei geni identificati e delle varianti genicimella patogenesi delle malattie prese in
analisi (Vercelli D. 2010). (figura 3)
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Figura 3. Dal fenotipo al genotipo. Panoramicapgiracci genetici e genomici che possono esseliigaatii

per lo studio delle patologie complesse.

L’integrazione e la correlazione di questi dati rpetterebbe di costituire quadri di
variazioni genetiche di una patologia, di indicanomtemporaneamente i loci coinvolti ed i
geni mis-regolati permettendo di risalire piu adeente ai pathways patogenetici

responsabili.

Variazioni epigenetiche nelle patologie allergiche

Nella maggior parte delle patologie complesse nonosstate identificate specifiche
alterazioni geniche, tali da rappresentare di pefascausa principale della malattia. Evidenze
di questo tipo confermano l'ipotesi, sempre piuraditata, che siano implicati meccanismi
‘epigenetici’ di regolazione del DNA, ovvero proseshe non comportano cambiamenti nella
sequenza nucleotidica, ma che determinano modificafenotipiche ereditabili in grado di
variare I'espressione genica (Goldberg AD. 2007d Bi. 2007).

Le modificazioni epigenetiche sono da considerangenti naturali ed essenziali per
I'adattamento e I'evoluzione della specie.

Tra le piu importanti alterazioni epigenetiche one: la metilazione del DNA, I'addizione
covalente di un gruppo metilico ad un residuo thsina presente in un sito CpG (Klose RJ.

2006); le modifiche post-traduzionali come acetdae, fosforilazione, metilazione,
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sumoilazione o ubiquitinazione delle code ammindiabe degli istoni (Kouzarides T. 2007);
I'espressione aberrante di microRNAs in grado djate I'mRNA target degradarlo o
modificarlo, e variare quindi I'espressione deltatpina (Rodriguez A. 2004).

Complessivamente, questi tre principali meccanispigenetici, alterano l'interazione tra
fattori di trascrizione e DNA, la stabilita dei $itti, il folding del DNA, il posizionamento
dei nucleosomi, il compattamento della cromatirtate i livelli di organizzazione nucleare,
tanto da determinare, I'attivazione o il silenziameedi un gene (o di un set di geni) e
regolarne finemente I'espressione.

Tali alterazioni hanno quindi un ruolo cruciale determinare i programmi trascrizionali
di tutti i tessuti in differenziamento o gia difésrziati (Ho SM. 2010).

Nello specifico, la metilazione dei siti CpG e laodificazione degli istoni, sono due

meccanismi strettamente dipendenti 'uno all’a(fiqura 4).
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Figura 4. Contributo dei meccanismi di metilaziale® DNA e delle modificazioni istoniche, nella

regolazione dell’espressione genica.

Le isole CpG rappresentano soltanto I'1-2% del gemamano e sono prevalentemente
localizzate nelle regioni adiacenti i promotori dgEni. L'ipermetilazione dei siti CpG nei
promotori & comunemente associata al silenziameasorizionale, queste modifiche infatti,
determinano una minore affinita dei fattori di tlasione (Bogdanovic O. 2009) e un aumento
dell'affinita di legame con alcune proteine chealeg il DNA metilato, tra cui l'iston deacetil
tranferasi ed altri corepressori. Le modificazimtdniche, causano variazioni nell’espressione

genica indotte da rimodellamenti della cromatinlaneegione promotore o nelle regioni
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codificanti dei genitarget trasducono segnali extracellularngulin-like growth factor-1
Tiwari VK. 2008) in grado di attivare eventi gen@mne mediano le interazioni coi fattori
ambientali (Miller RL. 2008).

L’importanza e l'attualita di questo argomentoeds nel fatto che numerosi agenti tossici
e sostanze chimiche, a cui siamo comunemente egpoke contribuiscono alla patogenesi
dell’'asma, possono indurre alterazioni epigenetiche

Fra gli inquinanti ambientali, considerati fattali rischio per lI'insorgenza delle allergie
respiratorie, vi sono: metalli pesanti, pesticithpacco, idrocarburi policiclici aromatici,
materiale articolato, ormoni, allergendoor ed outdoor, sostanze radioattive, farmaci, virus,
batteri e componenti della dieta (Ho SM. 2010).

Un altro meccanismo spesso coinvolto nella varizialell’'espressione genica e
‘'imprinting’; con questo termine si intende la ratizione in cui uno dei due alleli e reso
silente da un evento epigenetico: il problema sifica se il gene espresso € mutato o
contiene varianti che rendono I'organismo piu vedibde a germi, agenti tossici o altri agenti
inquinanti.

L’attuale conoscenza degli effetti che gli agemibgéentali epigeneticamente attivi hanno

sulla patogensi dell'asma é riassunta in figura 5.
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Figura 5. Effetti dei fattori ambientali ed attivaze della risposta immune nelle patologie alldrgic

L’epigenetica € riconosciuta anche come un mecoanishiave per il mantenimento
dell’equilibrio Th2 in pazienti asmatici (van PariSuN. 2008). L’'esposizione agli allergeni
scatena l'attivazione di una risposta immune e d¢edil differenziamento dei linfociti Th
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naivein linfociti Th2, che esprimono upatterndi citochine infiammatorie (IL4, IL5, IL13),
responsabili della risposta allergica (Zhu J. 20@8Yyerse evidenze sperimentali dimostrano
che la polarizzazione del fenotipo Th2 e il ristdtdi rimodellamenti cromatinici indotti da
cambiamenti epigenetici multipli, in geni che reya il differenziamento in senso Th2 (Jones
B. 2006, Young HA. 1994).

In conclusione, numerosi meccanismi epigeneticiolaayp una vasta gamma di geni
associati alle patologie allergiche e soprattuttassma, contribuendo all'esacerbazione dei

sintomi ed al mantenimento del fenotipo asmatico.
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ASMA E RINITE

Epidemiologia

Gli studi epidemiologici effettuati confrontandopeevalenza di asma e rinite nelle diverse
popolazioni, offrono l'opportunita di comprenderé raeglio la relazione tra queste due
condizioni patologiche.

La prevalenza di asma e rinite &€ in continuo aumémttutto il mondo, una delle cause
principali € considerata 'influenza dei fattori bientali.

La rinite allergica sembra avere una prevalenzaatnire volte maggiore rispetto 'asma
bronchiale. Entrambe le patologie spesso coesigtelio stesso soggetto, 'asma e presente
nel 20-50% dei pazienti affetti da rinite allergieda rinite € presente nell’'80% di individui
che manifestano I'asma bronchiale (Demoly P. 2006).

Si ritiene inoltre che tali cifre siano sottostima causa della mancanza di un metodo
standardizzato e rigoroso per la diagnosi di riratlergica e spesso le forme lievi si
manifestano con una sintomatologia persistentelreetde sfumata da non richiedere il
consulto medico.

L’atopia ha un ruolo importante nella correlazidreeasma e rinite ma non ne costituisce
un requisito fondamentale. In uno studio di coeffettuato su una popolazione europea, la
rinite € stata classificata come fattore di risdhidipendente per I'insorgenza dell’asma, sia in
soggetti atopici che in quelli non-atopici (LeynaBr 1999). La presenza di rinite persistente
€ uno dei maggiori fattori di rischio per I'insorga dell’asma, condds ratiopari a 11 in
soggetti atopici e pari a 17 nella popolazione atopica.

Se si accetta I'ipotesi secondo cui la presenzmitie € una condizione pressocché perenne
ed ubigitaria nei pazienti con I'asma, e ragionewnsiderare la popolazione asmatica come

un sottogruppo di quella rinitica.
Definizione e aspetti clinici

| processi immunologici ed inflammatori che portailla comparsa della rinite allergica e
dellasma bronchiale risultano quasi sovrapponibiln figura 6 € riportata una

rappresentazione schematica della stretta interogla tra rinite, rinosinusite e patologie

bronchiali come: asma, bronco-pneumopatia crorstiauttiva e bronchiectasia.
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Figura 6. lllustrazione delle relazioni tra i feipdtclinici delle piu note patologie allergiche pestorie.

Nella rinite allergica la flogosi interessa la msamasale, mentre nell’asma colpisce la
mucosa bronchiale. L'asma & una malattia croniiarmmatoria delle vie aeree caratterizzata
da ostruzione bronchiale, solitamente reversilplensaneamente o in seguito alla terapia, da
iper-reattivita bronchiale e da un accelerato decliella funzionalita respiratoria. La rinite
allergica e indotta da una reazione IgE mediatastheerifica in seguito all’esposizione ad
uno o piu allergeni verso cui il paziente risukasibilizzato (Bousquet J. 2008).

Le caratteristiche fisiologiche e cliniche di asenanite sono il risultato di un’interazione
fra le cellule inflammatorie (mastociti, eosingfilcellule T, macrofagi, neutrofili, cellule
epiteliali), i mediatori dell’inflammazione e letochine a livello della superficie epiteliale
(Varga EM. 1999). E’ stata ben documentata in stiggkergici l'infiltrazione di linfociti T-
helperesprimenti citochine di tipo Th2, sia a livelldldenucosa bronchiale o nasale o ancora
nel compartimento bronco-alveolare.

Alcuni meccanismi fisiopatologici alla base dellalattia asmatica non sono cosi evidenti
nella rinite allergica. Infatti nellasma [linfiamazione delle vie aeree determina un
rimodellamento strutturale accentuato, con disfomzidel muscolo liscio e interazione vie
aeree-parenchima, e determinano un’iper-reattinibéchiale.

Da un punto di vista ontogenetico, la mucosa nadalrebbe essere maggiormente
resistente ai processi inflammatori e piu soggattensulti ambientali costanti, rispetto quella
bronchiale.

I meccanismi attivi a livello della mucosa nasdi® cui 'aumentata espressione di
recettori per fattori di crescita come c-erbB (Baldr. 2000) o la presenza di inibitori delle
metalloproteinasi di matrice (Shaida A. 2001), eomfano un potenziamento della risposta

epiteliale e una maggiore difesa agli insulti esterspetto il compartimento bronchiale.
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Numerose evidenze epidemiologiche e immunopatddigioche indicano che asma e rinite
sono due patologie strettamente interconnesse, ivdodo meccanismi e risposte
fisiologiche spesso analoghe, sebbene siano sedgreonsiderare come due disordini
indipendenti. In questa relazione, la barriera leasavolge un ruolo importante nel

mantenimento dell’omeostasi, proprio grazie alla leealizzazione anatomica (figura 7).
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Figura 7. Duplice ruolo di difesa e di innesco igieiccanismi inflammatori da parte della barriereateas

Clinicamente I'asma, si manifesta con dispnea,iregibilante, tosse, senso di costrizione
toracica, la cui intensita varia in rapporto altiglmdell’ostruzione bronchiale. La gravita delle
manifestazioni cliniche dell'asma infatti, € in gen correlata all’entita dell'ostruzione
bronchiale, ma puo essere percepita in modo divéasdiversi individui o nelle diverse fasi
della malattia (Bateman ED. 2008).

La rinite si presenta con sintomi caratteristiciodificazioni della secrezione nasale
(rinorrea), starnuti, prurito nasale e ostruzioasate. Anche nella rinite, come per I'asma, e

presente ipereattivita della mucosa nasale spadafigspecifica (Bousquet J. 2008).

L’asma é una malattia molto eterogenea che sufia dalinee guida internazionali (Global
Initiative for Asthma 200&ttp://www.ginasthma.ory € stata classificata in intermittente e
persistente ed ulteriormente divisa in lieve, matiero severa. La stessa classificazione é
valida per la rinite allergica. La patologia defanibtermittente comprende 2 quadri differenti:
1) sintomi sporadici per lunghi periodi di tempo); &isodi o periodi sintomatici anche

rilevanti e prolungati intervallati da lunghi pediali remissione.
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Piu recentemente, all'interno del programma “Seyesthma Research Program” (NHLBI)
e stata effettuata un’analisi ed una suddivisiogr@rghica inclusterfenotipici unsupervised
hierarchical cluster analys)sdi 726 soggetti affetti da asma severa, conaitr 34 variabili
fenotipiche (Moore WC. 2010).

| pazienti oggetto dello studio sono stati suddius5 macro-gruppi, prevalentemente
classificati in base ai seguenti parametri: atogia,di insorgenza dell’asma (esordio precoce
o tardivo), funzionalita polmonare, uso di cortiwsidi orali, gravita dei sintomi e necessita
di assistenza sanitaria.

Riassumendo, tuttiglusterselencati includono soggetti in cui € definita wasdizione di
asma grave, questi gruppi rispecchiano l'eteroganeiinica dellasma e chiarificano la
necessita di nuovi approcci metodologici per |asificazione della patologia asmatica

Nei pazienti allergici la storia clinica & l'elentendiagnostico piu importante, infatti
comprende: l'attivita professionale, la storia fhane del soggetto (ereditarieta), I'ambiente,
le abitudini di vita (casa, arredamento della cantz letto, abitudine al fumo di sigaretta del
soggetto e dei componenti del nucleo familiarestido di salute generale (malattie pregresse
0 in atto e terapie farmacologiche), sintomi dirdgme quelli attuali.

Tuttavia negli studi genetici di analisi delle dise condizioni asmatiche, e fondamentale
I'identificazione dei differenti endofenotipsibphenotypgsche ulteriormente caratterizzano
I'eterogeneita delle manifestazioni asmatiche. @uesriabili, sono essenziali per I'analisi
della severita della malattia asmatica e per diaase le gravitd della patologia presa in
esame.

Tra questi vi sono i cosiddetti fenotipi quantigticome il FEV1 (volume espiratorio
forzato in 1 secondo) che si ottiene dall’anal@i@metrica ed € un parametro indicativo della
funzionalita polmonare, o il PEF (controllo delgocdi flusso espiratorio).

Ulteriori analisi effettuate per valutare la gravitell'ostruzione polmonare o la risposta al
trattamento farmacologico sono: il dosaggio defi& kieriche totali (PRIST) e delle IgE
specifiche verso gli allergeni (RAST), la respoitaiai test cutanan vivo ‘skin prick test’

utilizzando estratti allergenici standardizzatiitpgu comuni (Meyers DA. 2010).
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BASI GENETICHE DELL’ASMA

Geni candidati e loci di suscettibilita

Le prime analisi di associazione per lo studio 'detha bronchiale, utilizzavano
I'approccio del gene candidato. | geni da testariwano scelti a priori in base a diversi
requisiti, quali: la localizzazione genomica, laZione biologica, il coinvolgimento del gene
in altre patologie spesso con fenotipi sovrappdinibi

Sebbene questo approccio limitava il numero di genipoter includere in un’analisi di
associazione, allo stesso tempo consentiva unsascetata dei geni candidati, con forte
validita biologica e con un riscontro funzionaldla@atologia (Baye TM. 2010). In figura 8 &
riportata una rappresentazione grafica dei piu mamdi geni di suscettibilita legati allasma,
divisi in 4 gruppi principali: il gruppo 1 includegeni che codificano per proteine in grado di
modulare direttamente gli effetti di alcuni fattai rischio ambientali; nel gruppo 2 sono
classificati alcuni geni, espressi in cellule dmte responsabili di alterazioni della
funzionalita della barriera; al gruppo 3 apparter@ad geni che regolano la risposta
inflammatoria atopica, inclusi quelli che controltai livelli di eosinifili nel sangue; il gruppo
4 include i geni che modulano la risposta infianomatcronica e che sono espressi in modo

tessuto specifico, in cellule muscolari lisce adinasti.
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Figura 8. Geni di suscettibilita nelle allergopatepiratorie.
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Screening genomici hanno correlato i tratti legditasma a diverse regioni cromosomiche
tra cui 2q, 5q, 6p, 119, 129 e 13q (Hoffjan S., CBe2002). Il cromosoma 5q, si € rivelato
particolarmente interessante, perché questa regiostata ritrovata associata all'asma in
diversi studi dilinkage essa corrisponde ad una porzione ancestraleutexhente
conservata, contenente urluster di geni (ADRB2, CD14, IL4, IL13) coinvolti nei
meccanismi di infiltrazione degli eosinofili nellgie aeree (Zhang Y. 1999) e piu
genericamente, nella patofisiologia dell'asma.

Ad esempio, il gene che codifica per il recettogeaBrenergico (ADRB2), e stato molto
studiato ed associato allasma sia per la suaitzeaione cromosomica, che per I'espressione
tessuto specifica del recettore, identificato ihute bronchiali della muscolatura liscia. Esso
inoltre & coinvolto nella risposta ad alcuni farimaome I'albuterolo, ed in ultimo, le due piu
note mutazionimissenseArgl6Gly e GIn27Glu sono state correlate ai sintqarsistenti
connessi alla severita dell’asma (Hawkins GA. 2008)

Altri  potenziali geni candidati, sono stati ritrdvain regioni cromosomiche
significativamente associate allasma, come il a@eoma 6p, in cui sono mappati i geni
HLA-DRB1, HLA-DQB1, TNF e LTA. Allo stesso modo, lscromosoma 124, si ritrovano tre
distinti loci corrispondenti ai geni VDR, STAT6 eQ$1, piu volte associati all’asma, alla
BHR e alla FEV1 (Guerra S., Martinez FD. 2008).

La ricerca di geni candidati sulla base di parancptali la localizzazione genica o la
funzione biologica, puo ‘nascondere’ geni la cunZione € ignota o che non sono
direttamente associabili pathwaydegati all’'asma; cido accade perché, l'influenzaatii geni
sul rischio di sviluppare la patologia asmaticaappo bassa per risultare rilevante in uno
studio dilinkage

Due esempi appartenenti a questo gruppo di geno sBDAM33, localizzato sul
cromosoma 20pl3 e strettamente associato ad ipemgsita bronchiale (BHR) (Van
Eerdewegh P. 2002) e GPRA, identificati medigrasitional cloningorima che le proteine da
essi codificate venissero funzionalmente assoaiéitsma.

I numerosi studi basati sulla ricerca dei geni esdo allasma, hanno portato
all'identificazione di un enorme numero di variagénetiche inconsistenti, di cui, ad oggi, €
difficile valutare quali realmente contribuiscarimananifestazione del fenotipo asmatico.

Applicando dei criteri restrittivi e dei parameitl stringenti di inclusione, si estrapola una

lista di 43 geni strettamente associati al fenoéipmatico.
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In tabella 1 sono riassunti tutti i geni assocaltiasma in almeno una popolazione di
riferimento, non inferiore a 300 soggetti (150 @di50 controlli) e per i quali lo stesso SNP e
stato replicato almeno in due popolazioni diversen(l'eccezione di HAVCR1 e NOS3

presenti in una sola popolazione, ma confermastirdi di associazione diversi) (Weiss ST.

20009).
Table 1
Gans Raf asq. Poasition Total populations showing
BNP association with asthrma

ADAM33 chr20 3598621-3610738 g
ADRBZ2 ches 148186340 148188381 5
GGl chrl? 29636000-29639312 3
CoL24 ched THET9052-T52E80068 2
CCLS chri? F1222610-31237490 3
CD14 cheS 132991508-130983 184 4
CHizL1 chri 201 414682 -201422545 3
CTLAG che2 2044407 542044 5928 2
CHaCR1 chez FRETH0D0-35206531 =
CYSLTR2 chri3 AE1TEOEZ E18 1400 3
DPP10 chr2 1149163681163 18406 2
EDM1 chrs 12398645 -124047 61 3
FCER1B chri1 5856127 13-59522590 9
GPR154 ched 34064422 -348581 15 3
GETP1 chrii BT 1076267110508 ]
HAVCHT cheS 1563890 15-1564 18548 1
IFH gamma chriz 55834517 -668397 58 2
ILi0 chri 2050075712050 12482 4
IL12b chrs 15867 4365158590059 2
L3 ches 1320217 B4 ~132024 700 8
L4 cheS 132037272 132045267 1"
L4 R chri ¥ 2327 52 -7 2835989 7
INPP4A che2 SS42TH 45085047 16 2
IRAK-3 chri2 BABEE2 B4 -BAD2BE52 2
ITGES chri? 42686207 42T4507TS 3
LTA chrs 3164B0T2-31850077 3
MYLE che3 124813835-125085839 2
MNATZ ched 18293035-18303003 3
NODY che? 0430575304847 90 4
MHOS3 chid 1503189080-150342608 1
NPPA chri 1182836311 830422 2
ORMDLE chri7 B53I0E22 35337380 8
PAFAH chré 457802354581 1055 ]
PHF11 chrild AEDETEOZ 42001117 4
PTGDR chrid S1804181-5181319 5
TBXAZR chrid 3545504 -3557658 2
TG chr19 45528491 8551658 2
TLR4 ch 119506431 =119510587 2
TLRS che3 52230138-52235218 i
TLR1O ched FEAS0547 38450984 2
THF chr 31 651325-316540863 17
UGE (CC10) ahrid E1943099-61047242 4
VDR chr12 46521587 6585081 3

Tabella 1. Lista e posizione cromosomica di 43 gesbciati al fenotipo asmatico.

Successive analisi di GWASSs, condotte su largaasbanno consentito di superare i limiti
tecnici derivati dalle associazioni dinkage o dall’approccio con geni candidati,
massimizzando il potere statistico di tali indaginrendendo possibile I'identificazione di

nuovi geni gpathways senza alcuna ipotesi a priori.

Locus 17921 e ORMDL3/GSDML

Negli studi di GWASSs, l'identificazione ad ampioespo di un numero elevato di varianti
predisponenti una patologia, fa diminuire il potpredittivo attribuito ad ogni singolo gene o
variante genica implicata, con un rischio genotipielativo che varia da 1,1 a 1,5 (Himes BE.
2009).
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| primi loci di suscettibilita identificati per I&ma, contenenti i gerORM1-like 3 (S.
cerevisia¢ (ORMDL3) eGasdermin lik(lGSDML) sul cromosoma 17g12-21.1, sono stati
oggetto discreeningin una meta analisi di 5 studi pubblicati sull’286389, in 9 diverse
popolazioni. | risultati hanno indicato per la datpa asmatica, valori dodds ratiopari a
1,44 con un intervallo di confidenza (Cl) comprésol,35 e 1,54 (Hancock DB. 2009).

In uno studio di associazione di Moffatt et al. plitato nel 2007, sono stati tipizzati
317.000 SNPs su 994 soggetti affetti da asma innéatile e 1243 controlli non asmatici,
provenienti da uno studio doortedi famiglie inglesi e da uno studio caso-contraéddesco
(Moffatt MF. 2007).

Dopo le correzioni statistiche ed un controllo ga#lo dell'analisi effettuata, solo 7
SNPs, localizzati in una regione di 112-kb sul ba&#g21, risultavano conformi ai parametri
soglia con FDRfélse discovery raje>1%. L'ulteriore validazione dei risultati e staittenuta
genotipizzando 9 tra gli SNPs (con FDR>5%) ritrovel locus 17921 ed associati allasma,
in 2320 soggetti (200 asmatici e 2120 controllija Gueste 9 varianti, 5 SNPs risultavano
significativamente associati alla malattia asmatima unp-value< .01.

Gli autori hanno dimostrato che, all'interno detlegione 17921, contenente gli SNPs
marcatori in linkage disequilibriumcon la patologia asmatica, era localizzato il gene
ORMDL3, di cui si osservavano variazioni nellesgsiene.

Al fine di integrare i dati dell’analisi geneticart 'aumento di espressione di ORMDL3,
gli stessi autori, hanno valutato i livelli di tcagto di ORMDL3, in cellule linfoblastoidi
trasformate con I'EpsteiBarr virus (EBV). L’aumento di espressione del gee infatti
fortemente correlato ad alcuni SNPs gia assodlasma nell’analisi GWASs.

Tra questi SNPs @ risultato statisticamente sicpifio I'rs7216389 (p-value<10xT6)
localizzato sul gene GSDML, limitrofo ad ORMDL3;léaSNP ¢é stato considerato, in altri
studi sperimentali, variante causale dell’alteraeicdei livelli di trascritto di ORMDL3
(Holloway JW. 2008).

Ulteriori indagini saranno necessarie al fine datirizzare meglio questa regione putativa
del genoma, in cui anche I'espressione del geneNBSEembra essere co-regolata da alcuni
degli SNPs di interesse (Holloway JW. 2010). Il g&SDML appartiene ad una famiglia di
proteine associate al cancro contenenti “gasdedomains” e coinvolte nella patogenesi
tumorale .

Altri importanti studi hanno replicato I'associaa® tra alcune varianti nel cromosoma
17921, principalmente I'r's7216389, e lI'asma infienin popolazioni etnicamente molto

diverse, tra cui: nord-americani (Sleiman PM. 20@8pzzesi (Tavendale R. 2008), franco-
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canadesi (Madore AM. 2008), afro-americani, pocami, messicani (Galanter J. 2008) e
giapponesi (Hirota T. 2008).

La regione cromosomica 17921 e soprattutto I'asgimne tra le varianti geniche di
ORMDL3 and GSDML sono state ulteriormente indagateuno studio francese che ha
analizzato 36 SNPs in 1511 soggetti asmatici; tnaesty SNPs, 11 risultavano
significativamente associati allasma ed in patdo® tre polimorfismi (rs8069176,
rs2305480, and rs4795400) presentavano un’assoc@ézforte (P<0.001) con l'asma
(Bouzigon E. 2008).

ORMDL3 appartiene ad una nuova famiglia di geni KIR.) con funzione ancora ignota,
altamente conservati negli eucarioti, dal lievitonemmiferi.

Molte delle specie studiate hanno piu di un menampartenente a questa famiglia genica:
S. cerevisiaee A. thaliana contengono due geni ORMDL, mentre nei vertebratisono
presenti tre copie. Al contrario iBncephalitozoonDrosophilae Ciona & presente un solo
gene ORMDL, mentre, nessuna sequenza con omologexisre al 30%, € stata ritrovata in
Caenorhabditis elegans

| tre geni paraloghi identificati nel’'uomo e reelinaggior parte dei vertebrati (ORMDL1,
ORMDL2 e ORMDL3) mostrano un’identita amminoacidica di cil&0%, mentre, piu del
95% di omologia, € stata trovata tra i geni ortbiadj uomo e topo.

Nel genoma umano i tre geni ORMDL1, ORMDL2, e ORMDImappano rispettivamente
nelle regioni cromosomiche 2q, 12g e 179.

Analisi di allineamento tra proteine di specie dsehanno mostrato la presenza di un
segmento amino-terminale piu esteso di circa 20e8dui amminoacidici per le proteine
ORM di lievito in relazione a quelle ritrovate neghimali. | residui conservati della proteina
sono raggruppati nel segmento mediale della cgtehpeptidica, probabilmente a livello di
un importante dominio funzionale.

Gli studi di allineamento hanno inoltre identificad4 domini idrofobici e dalle analisi si
riconoscono anche delle putative sequenza transna@abA supporto di queste osservazioni
esperimenti di localizzazione delle proteine ORMDhane, fuse con la proteina GFP, hanno
confermato la presenza di ORMDL a livello subceltal ancorata al reticolo endoplasmatico.
Questi dati non possono far escludere che l'oveesspne della proteina potrebbe
influenzare il traffico intracellulare e i meccamisdi folding proteico (Hjelmqgvist L. 2002).

Sebbene poco si conosca sulla funzione di questaipa, studi di ORMDL in lievito
hanno suggerito che i dopknockoutsdel gene, crescono piu lentamente e sono altamente

sensibili ai composti tossici come il DTT o la teamicina che inducono l'accumulo di
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proteine non correttamente ripiegate nel lume eltalo endoplsmatico (Hirota T. 2008). La
risposta cellulare a questo tipo di stress porteredventualmente all’attivazione di diversi
chaperones o cofattori del reticolo endoplasmico, confermandaoindi lipotesi di

coinvolgimento di ORMDL nei meccanismifdilding proteico (Patil C., Walter P. 2001).

Variabilita genetica in enzimi detossificanti: sistma GST

Dagli studi genetici di popolazione eseguiti in §@s, emerge spesso come molte delle
associazioni non siano state confermate in popmagifferenti.

Screeningdi questo tipo devono essere considerati sempne goccole parti di interazioni
complesse tra ambiente e geni, di interazioni &mai diversi e di modificazioni epigenetiche
del genoma (Steinke JW. 2008).

Numerosi fattori ambientali, in grado di indurredbsi delle vie aeree, svolgono un ruolo
predominante nella sensibilizzazione alla malatiergica, e sono un elemento fondamentale
in grado di determinare l'ostruzione brochiale. Tgaesti: I'esposizione ad allergeni
alimentari e pollini, 'esposizione a fattori adanti non specifici come il fumo di tabacco
(Goodwin RD., Cowles RA. 2008), I'inquinamento asferico urbano (Kim JJ. 2008) e le
infezioni respiratorie virali (Mohapatra SS., Bogdip S. 2008).

Per questi motivi, € importante includere I'analikeriore di polimorfismi in specifici geni
che sono stati studiati e caratterizzati per iblooinvolgimento nell’interazione tra organismo
vivente ed ambiente.

Diversi studi hanno valutato l'influenza della adnilita genetica degli enzimi detossificanti
sul rischio di insorgenza dell'asma, dimostrande & suscettibilita ai fattori di rischio
ambientali e il possibile aumento del rischio dillgyare una patologia sono dovuti alla
variabilita individuale della risposta metaboligmiché la diversa efficienza dei meccanismi
di detossificazione cellulare €& direttamente asgaccon la suscettibilita individuale agli
agenti tossici ambientali.

In questo ambito, le ricerche sulle Glutatione &rBferasi (GST) potrebbero aiutare a
comprendere le dinamiche di alcune patologie naittfiali.

Le glutatione S-transferasi (GSTs) sono una famidliisoenzimi detossificanti di fase Il
che catalizzano la coniugazione di substrati @iti al glutatione, facilitano le risposte
cellulari agli stress ossidativi e sono coinvokila detossificazione di idrocarburi policiclici

aromatici presenti negli inquinanti ambientali (fig 9) (Ketterer B. 2001).
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Figura 9. Ruolo delle GS¥ei meccanismi di risposta agli stress ambientali
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Le GST dimeriche citosoliche sono presenti in tlgteclassi di vertebrati e invertebrati
perché svolgono un ruolo chiave nella nella biatfarmazione degli xenobiotici elettrofili.
Questi enzimi sono codificati da 16 geni, e suddlivn almeno 8 classialpha kappa
(mitocondriale), mu, pi, sigma thetg zetg omega A queste se ne aggiungono altre
denominatebeta delta epsilon lambda phi e tau, identificate in batteri, insetti e piante
(Sheehan D. 2001. Edwards R., Dixon DP. 2004).

Le varie isoforme sono state identificate in bd&e réssposta ad anticorpi monoclonali, ad
inibitori specifici e al valore del punto isoel@tty, caratteristico di ogni classe. Nonostante la
bassa omologia di sequenza tra le varie classgtrattura terziaria e quaternaria sono
estremamente conservate (Micaloni C. 2003).

E’ stato ipotizzato che alterazioni nei geni GSEgamo modificare la capacita delle cellule
degli epiteli respiratori di detossificare i compaiannosi, modulando i processi infammatori
e la normale fisiologia del polmone.

Gli studi genetici del sistema GST si sono prinkiEnte focalizzati su due delezioni,
rispettivamente nei geni GSTM1 e GSTT1, che detemnmo la perdita di funzionalita
dell'enzima (Bolt HM., Thier R. 2006).

Un altro polimorfismo oggetto di numerosi studiadisociazione, considerato un fattore di
rischio per I'insorgenza dell'asma (Aynacioglu A®04), é la variante 313A>G nell’'esone 5
del gene GSP1, che determina la sostituzione dsalaucina con una valina nel codone 105
della proteina. Tale residuo € localizzato in piroga del sito idrofobico di legame con il
substrato elettrofilo ed & stato dimostrato, cherateina polimorfica, presenta un’alterata

affinita per il substrato con conseguente diminaffacienza catalitica (Watson MA. 1998).
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Come documentato da uno studio effettuato da &iltile colleghi, tra le principali fonti di
inquinamento atmosferico, il materiale particola@imesso da motori diesel € responsabile,
assieme a fattori ambientali come gli allergenilleddasi di sensibilizzazione e di
esacerbazione di patologie allergiche delle vigiratorie prevalentemente a causa della
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS. GSTs sono enzimi in grado di
metabolizzare i ROS accumulati a livello intrackelie e di detossificare dagli xenobiotici
presenti nel particolato ambientale.

| ricercatori confermano l'ipotesi sperimentale @s&do cui, i genotipi nulli di GSTML1,
GSTT1 e la variante nel codone 1105V del gene G$ST@$sano essere regolatori chiave
degli effetti adiuvanti delle particelle diesel EPs) sulla risposta allergica (Gilliland FD.
2004).
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ALLERGIE E AMBIENTE

Inquinanti ambientali e pollini

Studi epidemiologici hanno ampiamente dimostrate dtasma allergico-bronchiale
insorge per una convergenza di cause sia geneteditaie, sia ambientali (allergeni,
inquinanti atmosferici ed infezioni) che agiscoopmttutto come fattori scatenanti la malattia
in individui geneticamente predisposti (Cookson899).

Molti allergeni ed agenti in grado di indurre flagadelle vie aeree, giocano un ruolo
predominante nella sensibilizzazione alla malatiargica, e sono un elemento fondamentale
in grado di determinare 'ostruzione brochiale. Graesti ricordiamo: gli allergeni alimentari
ed inalanti, i fattori adiuvanti non specifici comdumo di tabacco (Goodwin RD., Cowles
RA. 2008), I'inquinamento atmosferico urbano (Kit 2008) e le infezioni respiratorie virali
(Mohapatra SS., Boyapalle S. 2008).

Negli ultimi 30 anni e stato registrato un progres® cospicuo aumento di incidenza delle
patologie allergiche dell’'apparato respiratorio jea-Campos JL. 2008), soprattutto nei paesi
occidentali piu industrializzati. In particolare,es osservato che, gli individui che vivono in
aree urbane e con elevato traffico veicolare, hammo maggiore probabilita di sviluppare
allergopatie respiratorie, rispetto a coloro chawb nelle aree rurali (Horak F. Jr. 2002).

Studi sulle emissioni veicolari, condotti prevaEmente su studenti, hanno dimostrato che
la distanza da strade molto trafficate ed il tipdrdffico (automobili 0 mezzi pesanti), sono
fattori di rischio significativi per I'insorgenzaetlwheezingin eta infantile. Infatti, bambini
che abitano vicino depositi di autobus o camionnibamna maggiore prevalenzavdneezing
rispetto a bambini esposti in misura minore aksse inalazioni (Gauderman WJ. 2005).

Gli effetti dellinquinamento ambientale sulle misika bronchiali dipendono dal tipo di
contaminante e dalla sua concentrazione nell'adi@)a durata dell’esposizione, dalle
condizioni respiratorie degli individui esposti alldnterazione tra inquinanti atomosferici di
origine chimica ed aeroallergeni, come pollini @spfungine. L'esposizione ambientale ai
contaminanti aerei, rappresenta un fattore chiaeeitdeterminanti dellasma e della
rinocongiuntivite (Reid CE. 2009).

Tra le particelle organiche che costituiscono ittipalato biologico aerodisperso (detto
aerospora), hanno particolare importanza allergcdoglcuni tipi di pollini.

Le allergie da pollini o pollinosi sono patologi@usate dall’inalazione di allergeni

aerodiffusi; esse si manifestano in determinatiggerdell’anno in relazione alle condizioni

28



metereologiche, in soggetti geneticamente predispgwevalentemente in eta infantile (Reid
CE. 2009).

Il polline e il gametofito maschile delle SpermdtfIl granulo pollinico & costituito da un
protoplasma contenente un nucleo vegetativo e upiol @uclei generativi, ed € rivestito da
una parete rigida composta da una parte intermatjnh, e da una esterna, I'esina. La
sporopollenina e il componente principale della eparesterna, conferisce resistenza
all'attacco di patogeni e di agenti fisici o chimécfavorisce la conservazione per tempi molto
lunghi (Edlund AF. 2004).

Il trasporto dei granuli pollinici puo avvenire pgezzo di: vento (dispersione anemofila),
acqua (idrocora) ed insetti (entomofila). Le speagetali anemofile producono pollini in
grandi quantita, leggeri (rilasciati dopo compleisidratazione) e di ridotte dimensioni con un
diametro compreso tra meno di 10 ed oltre 200 mi¢kmox B., Suphioglu C. 1996).

Quando le cellule polliniche entrano in contatto cma superficie umida, assorbono acqua
per osmosi e vanno incontro a rapidi cambiamentabwici e morfologici. Gli allergeni dei
granuli che sono situati nel rivestimento esterebmblline o nel citosol cellulare, vengono
rapidamente rilasciati all’'esterno quando il granglidratato.

Le mucose nasali o congiuntivali sono ambienti unddali per il rilascio degli allergeni
pollinici, esse sono considerate siti d’elezione Ipetroduzione degli allergeni e per l'inizio
dei sintomi tipici della pollinosi (D’Amato G. 2007

Un’'efficace sistema di prevenzione delle allergi mbllini € I'analisi dei periodi di
impollinazione. In Europa ad esempio, il principgleriodo di produzione del polline
comprende la primavera, I'estate e l'inizio delt@no, con picchi diversi in relazione alla

specie vegetale e alla distribuzione sul territgfbAmato G. 2007).

La Parietaria judaica

Il clima caratteristico dell’area Mediterranea, oo da inverni non rigidi ed estati
secche, determina una vegetazione che consistatgafm di Oleacee Cupressaceesd
Urticacee La famiglia delleUrticaceeriveste importanza allergologica quasi esclusivame
per il genereParietaria, costituito da piante erbacee che crescono pretetente a ridosso
di muri, molto diffuse in diversi paesi europei@draeuropei e soprattutto nelle zone costiere
dei paesi che si affacciano sul mediterraneo caml@,l Spagna, Grecia, Albania, Francia
(D’Amato G. 1998).
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Sia laParietaria officinalische laParietaria judaicasono considerate piante allergeniche
responsabili di numerosi casi di pollinosi (Colontha2003).

Nelle regioni meridionali ed insulari il periodo dollinazione e spesso bifasico con una
prima fase che inizia gia a febbraio-marzo, raggeuan massimo in aprile-maggio e termina
a luglio e una seconda fase, piu ridotta, nei rdesettembre-ottobre. In questi periodi, la piu
elevata frequenza di pollinosi causataR#aietaria, si manifesta in soggetti tra i 10 ed i 30
anni.

Il granulo diParietaria judaicaha dimensioni pari a 13-25 micron. La carattezazae e
I'analisi delle molecole allergeniche del pollineg @arietaria judaica ha permesso
I'identificazione di 9 antigeni, di peso molecolaxempreso tra 10 e 80 kDa, capaci di legare
le IgE sieriche umane. Quattro di essi sono stassdicati come ‘allergeni maggiori’. Il
primo studio incentrato sull'isolamento e sul sequ@mnento proteico di tali allergeni e stato
condotto da Ayuso et al. ed ha messo in luce tesia di due isoforme dell’allergene Parj 1,
con peso molecolare rispettivamente di 13 e 10,2.kQuesti peptidi, pur essendo
indipendenti, presentano omologie di sequenza Mitede ed hanno determinanti antigenici
comuni (Ayuso R. 1993). Successivamente, grazee adbtruzione di librerie di espressione
dei cDNA degli allergeni di Pj, & stata ottenuta ypiu dettagliata analisi delle sequenze di
Parj 1 e Parj 2.

Duro et al. hanno dimostrato che due specifichforsee di Parj 1 e Parj 2 oltre ad essere
in grado di legare le IgE sieriche, sono capaandiurre il rilascio di istamina (Duro G. 1997.,
Duro G. 1996). Analisi di analogia con sequenzdgithe gia presenti in banche dati, hanno
mostrato che gli allergeni maggiori di Pj appartamg ad una famiglia proteica composta da
proteine vegetali in grado di trasportare moledgeiche attraverso le membrane, dette
nsLTP @on specific lipid transport protejn coinvolte nei meccanismi di difesa contro i
patogeni e gli stress ambientali (Asturias JA. 2003

La conoscenza della struttura 3D ha consentitdfeiraare che il determinante antigenico
Parj 1 & una sequenza contenuta nei primi 30 reaidminoacidici della molecola e che tale
sequenza presenta omologie con la medesima redioRarj 2 (Colombo P. 1998). Tra le
molecole del polline di Pj e stato possibile indivare la presenza di un enzima ad attivita
proteolitica, I'aminopeptidasi Pj, che svolge uplauimportante nell’alterazione dell’integrita
delle barriere epiteliali e quindi nella fase disi®ilizzazione dell’individuo.

Come recentemente dimostrato infatti, la peptiddsiinduce il distaccoin vitro di
monostrati di cellule di epitelio delle vie aeregendo specificatamente sull’occludina delle

giunzioni strette e sulla E-caderina delle giunziagerenti; favorisce il trasporto degli altri
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allergeni del polline oltre la barriera epitelialdegrada peptidi regolatori del tono
broncomotore, (peptide vasoattivo intestinale, @wsa P, bradichinina ed angiotensina )
causando broncocostrizione in soggetti asmaticrtéSd_. 2006).

I granuli pollinici non sono solamentarriers di molecole allergeniche di tipo proteico, in
ambiente umido essi rilasciano composti di natupidita dotati di attivita biologiche
rilevanti nell’ambito delle reazioni allergiche.

Alcuni studi recenti hanno dimostrato che lintecae tra aeroallergeni, inquinanti
ambientali e malattie allergiche respiratorie € ptessa, e che i contaminanti ambientali, non
solo svolgono un ruolo chiave nell’eziologia diwate allergopatie respiratorie, ma possono
anche modificare gli effetti degli aeroallergeni ®&li patologie. D’amato e collaboratori
hanno ipotizzato che la ragione dell’incrementoledehalattie allergiche nelle aree urbane
potrebbe essere dovuta al ruolo degli inquinantiantali nella mediazione degli effetti degli
aeroallergeni sulla salute degli individui predistpo Gli effetti inflammatori dei PM
(particulate mattey e I'interazione con gli allergeni del polline pettono una piu facile
penetrazione di queste sostanze nelle vie aeRM;aumentano il rilascio di antigeni da parte
dei granuli pollinici che scatenano la reazionergica; inoltre essi assorbono fisicamente
sulla loro superficie i granuli prolungando la nitgone dei granuli pollinici all'interno delle

vie aeree dopo l'inalazione.

PM e DEPs: caratteristiche generali

Le particelle aerodisperse inalabili (PMarticulate Mattey sono una miscela di sostanze
organiche e inorganiche solide e/o liquide, valigdgr massa, dimensione e composizione, in
relazione alla diversa origine e alle condiziont@oeeologiche. Le particelle inalabili, in grado
di raggiungere le vie respiratorie inferiori, sosaddivise in tre frazioni granulometriche:
coarse,fine ed ultrafine (D’Amato G. 2000). La fraziomearsepiu grossolana (Ph), €
costituita prevalentemente da particelle mineradidmetro compreso tra 2,5 e 10um, deriva
principalmente da processi d’erosione del suoloebedrocce, e presenta composizione
variabile a seconda della geologia del luogo. lazitme fine PMs (tra 0,1 e 2,5um), e
composta da una miscela di particelle carbonioke derivano da processi di combustione
(principalmente da emissioni di motori diesel) esddi generati da reazioni fotochimiche in
atmosfera (solfati e nitrati parzialmente neutwdir). La componente carboniosa é costituita
da aggregati di carbonio elementare ed organicmussono adsorbiti metalli (Pb, Cd, V, Ni,

Cu, Zn, Mn, Fe), composti organici e contaminardgldgici.
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La frazione ultrafine Pl € composta da particelle carboniose con diantiteirca 0,01-
0,1um e derivata principalmente da emissioni died2EPs). Le particelle ultrafini
costituiscono la frazione numericamente piu riléganlel PMo e possono aggregarsi
contribuendo in parte alla formazione delle paltgcéni (D’Amato G. 2010).

I livelli di PM in atmosfera possono essere esprsssondo tre diversi parametri: la massa,
la superficie e il numero di particelle per unitavdlume. La dimensione delle particelle e
inversamente proporzionale all’efficienza di depwmsie totale e alla ritenzione polmonare,
con una chiara tendenza del particolato ultrafirraggiungere livelli elevati di deposizione
periferica.

Le particelle della frazioneoarse infatti, si depositano con maggiore efficienza nelle
regioni naso-faringea e tracheo-bronchiale, dovegero rapidamente rimosse mediante
clearance mucociliare (D’Amato G. 2005). Le particelle fini eltrafini penetrano piu
profondamente e si depositano nelle regioni alveelan distretti in cui la rimozione da parte
dei macrofagi € estremamente piu lenta.

Il materiale particellare depositato nell'apparaéspiratorio puo interagire direttamente
con neurorecettori presenti nel naso e nelle vapiratorie superiori, oppure provocare
indirettamente una risposta, tramite l'interazioten i diversi tipi cellulari presenti nel
polmone, principalmente cellule epiteliali e maagf(D’Amato G. 2000).

Alcuni studi hanno caratterizzato il materiale dgme biologica associato alle particelle,
comprendente virus, batteri, endotossine, spordinpe frammenti cellulosici. E’ stato
dimostrato che particelle emesse da motori dieaehd la capacita di legare frammenti di
polline e allergeni comuni negli ambienrtidoor e potrebbero, percio, sia contribuire a
mantenere un’elevata concentrazione degli allergefiiaria, sia rappresentare un possibile
veicolo per gli allergeni verso le vie polmonari.

Per tali ragioni, negli ultimi anni, lo studio degfffetti dei PM sulla salute respiratoria
stato incentrato sull’analisi dei DEPs e dei loromponenti principali, gli idrocarburi
policiclici aromatici (PAHS). | DEPs costituiscome maggior parte del materiale particolato
presente in atmosfera, equivalgono ad una frazgameal 90% dei PM presenti soprattutto
nelle grandi citta (Shah SD. 2004), sono compasipatticolato fine ed ultrafine, ma possono
associarsi a formare aggregati di dimensioni ceffiér

Il particolato che si deposita sulla mucosa delkeaeree ha una natura idrofobica, i PAHs
agevolano la rapida diffusione delle particelleaattrso le membrane cellulari e il successivo

legame ai recettori citosolici. Ne consegue, uivatione delle funzioni nucleari che
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determina cambiamenti nella crescita cellulareigoragrammi di differenziamento (Yun YP.
2005).

Effetti sulla salute respiratoria

Studi epidemiologici condotti negli ultimi dieci @n hanno mostrato una probabile
associazione tra esposizione ambientale al matepiaiticellare aerosospeso inalabile e una
serie di effetti sulla salute osservati nella pagane (Kinzli N. 2000). Gli indici presi in
esame sono stati: la diminuzione della funziongdbmonare, 'aumento della sintomatologia
respiratoria, il peggioramento delle malattie pahae croniche, 'aumento dei ricoveri
ospedalieri e di mortalita per cause polmonari eliogascolari (Dockery DW. 2007),
I'aumento dell'incidenza di attacchi asmatici eirafiezioni polmonari (McCreanor J. 2007).
Tali complicanze, sembrano essere direttamente elater allesposizione acuta a
concentrazioni relativamente basse di polveri inélaGli studi epidemiologici hanno preso
in esame l'associazione tra mortalita totale elllivdd PMio in diverse zone geografiche e
quindi in condizioni di esposizione qualitativamedissimili.

| risultati ottenuti, utilizzando vari indici di pesizione (polveri sospese totali, M
PM. s, fumo nerdcarbon black), hanno mostrato una sorprendente omologia parrbini e
rurali ed hanno consentito di ipotizzare che lazitrae fine del PNy potrebbe essere
responsabile degli effetti polmonari, mentre lazivae coarse sarebbe soprattutto coinvolta
nell’aggravamento delle malattie asmatiche e natfianto delle patologie respiratorie (Yeatts
K. 2007). Altri studi suggeriscono che le emissiantoveicolari potrebbero essere implicate
nellinduzione degli effetti sulla salute e cheruolo significativo potrebbe essere svolto dalle
particelle ultrafini (Burr ML. 2004).

La rilevanza tossicologica di questi parametri gettp di studio, in quanto ad una diversa
granulometria e composizione chimica potrebberoisgmondere effetti diversi, in relazione
sia alla diversa deposizione lungo le vie respirafoda cui dipende l'effettiva dose di
esposizione, sia alla diversa reattivita ed inferez con le strutture biologiche.

Gli effetti sulla salute respiratoria sembrano gitettamente associati alla concentrazione
in numero piuttosto che alla concentrazione in makks PM. Questa osservazione fa ritenere
che le patrticelle ultrafini, il 20-40% delle qualerivano dagli scarichi di motori diesel e a
benzina, potrebbero avere un ruolo importante indlizione di molti effetti fisiopatologici
(Lin L. 2010).
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Gli effetti specifici dei DEPs sullo sviluppo deltealattie allergiche respiratorie sono stati
oggetto di numerosi studin vivo su modelli animali, su linee cellulan vitro e mediante
valutazione di test clinici sull’'uomo.

Studi sperimentali hanno dimostrato che I'esposiiacuta ai DEPs causa irritazione a
naso, occhi, episodi di emicrania, anomalie nellazionalitd polmonare, affaticamento e
nausea, mentre I'esposizione cronica € associdiasse, produzione di muco e ad una
riduzione delle capacita respiratorie (McCrean@QD7).

E’ stato osservato che, i DEPs-PAHs possono meaddida risposta immune in modelli
animali e nelluomo, sono in grado di modulare ogessi inflammatori delle vie aeree che
inducono l'esacerbazione delle risposte di tipo afu. | DEPs, esercitano un effetto
immunologico adiuvante sulla sintesi di IgE in setgg atopici, influenzando cosi la
sensibilizzazione agli aeroallergeni anche a cadisain’induzione della produzione di
citochine ed ossido nitrico, ed alla presenza diawe con noto effetto adiuvante, come
endotossine @-glucano (Diaz Sanchez D. 1997). Tali particellesgpno interagire con gli
allergeni ed aumentare la risposta indotta dalattmton I'antigene; i livelli di IgE allergene
specifiche risultano fino a 50 volte maggiori inggetti allergici stimolati con DEPs ed
allergeni, piuttosto che in pazienti trattati cahgolo allergene (D’Amato G. 2000).
Trattamenti combinati con DEPs e l'allergene magygidi ambrosia (Amb a 1) hanno
dimostratoin vivo un notevole aumento nell’espressione di IgE umaasali totali ed
allergene specifiche, ed un’alterata produzioneitdichine di tipo T-helper 2 (Diaz Sanchez
D. 1997).

Anche se é evidente che i DEPs esercitano un npi@dominante nell’induzione della
risposta allergica inflammatoria, alcumials, hanno dimostrato che gli inquinanti ambientali
possono anche ridurre la concentrazione soglia dégigeni aerodispersi, limitando quindi,
gli episodi allergici in soggetti sensibilizzati’@mnato G. 2000, 2005).

Dal momento che, gli allergeni o il materiale paotato aerodisperso sono presenti in
atmosfera a concentrazioni estremamente variatmh, risulta facile valutare e quantificare
I'impatto dell’inquinamento ambientale sulla salute tantomeno, stabilire una relazione
diretta tra esposizione e tempo di esacerbaziolte gkeologie respiratorie.

Una migliore comprensione della relazione backgrondgenetico ed effetti biologici
indotti dalle diverse fonti di inquinamento ambiget potrebbe migliorare gli interventi
terapeutici sulle condizioni asmatiche individualntenere I'insorgenza dell’inflammazione
bronchiale in risposta a stimoli ambientali ed &wtlo sviluppo di modificazioni irreversibili

delle funzioni respiratorie.
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DEPs ed effetti biologici

Il ruolo biologico dei DEPs e gli effetti molecolandotti da tali particelle sono stati
oggetto di numerosi studi sia vivo chein vitro. L'evidenza principale emersa, e l'effetto
adiuvante dei DEPs nell'induzione e nello sviluplatia risposta allergica infiammatoria.

Gli studiin vivo su modelli murini di asma hanno dimostrato chesposizione ai DEPs
aumenta i livelli sierici di IgE totali specifichmsi come la produzione di IL4, IL5 e GM-CSF
(Takano H. 1997), incrementa il numero di eosingfiesenti nelle vie aeree, determinando
iperplasia delle cellule caliciformi mucipargoblet cell3, ed iperresponsivita bronchiale
(Ichinose T. 2002). Ulteriori esperimenti sui rdtanno dimostrato che, la sensibilizzazione
con pollini e DEPs, per via intranasale o intrdtessde, induce reazioni inflammatorie
polmonari con infiltrazione di macrofagi ed eosiidSteerenberg PA. 1999).

Parallelamente agli esperimeitivivo, anche numerosi studh vitro, hanno analizzato gli
effetti proinflammatori dei DEPs su divetsirget cellulari, confermando il ruolo biologico di
tali particelle su piu citotipi: cellule epiteliaBd endoteliali, eosinofili, mastociti, basofili,
cellule mononucleate del sangue periferico (PBMEaljule B e cellule della linea monocito-
macrofagica.

Le cellule epiteliali ed i macrofagi rappresentanerimo target delle particelle introdotte
per via inalatoria e costituiscono una barrieraaielicamente attiva, deputata ai meccanismi
di rimozione e di difesa. | macrofagi alveolari dagano i DEPs, si attivano, e rilasciano
numerosi mediatori della risposta immunitaria infraatoria e fattori pro-coagulanti.

Le cellule epiteliali polmonari sono attivamenteinsolte nella risposta alle sostanze
tossiche inalate, il contatto con i DEPs induceraduzione di citochine proinfiammatorie e
chemochine come IL1, IL6, IL8, TN&-e GM-CSF (Riedl M. Diaz Sanchez D. 2005), di
molecole di adesione endoteliale come ICAM-1 e VGANSalvi S. 1999), e di molecole
della matrice extracellulare, tra cui la fibronaeti

Ulteriori studiin vitro, hanno confermato che colture di cellule epitebabnchiali (BECS)

di pazienti asmatici, rilasciano costitutivamente lavelli di IL-8, GM-CSF, RANTES ed
ICAML1 rispetto ai livelli osservati in soggetti n@smatici. L’esposizione di tali cellule a
basse dosi di DEPs (i@/ml), aumenta significativamente il rilascio ditaghine
inflammatorie in soggetti asmatici; diversament&(B di soggetti non asmatici richiedono
concentrazioni piu elevate di DEPs (50-@0nl) per indurre un aumento significativo di IL8
e GM-CSF (Bayram H. 1998).
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L'interleuchina-8 €& una citochina proinfiammatota cui concentrazione aumenta nei
lavaggi broncoalveolari e nasali di pazienti asona#/o rinitici ed attiva a cascata: 1) la
chemiotassi di altri tipi cellulari coinvolti nellasposta allergica, come linfociti, neutrofili ed
eosinofili; 2) causa il rilascio di istamina; 3)tdemina la fuoriuscita di plasma; 4) induce la
contrazione della muscolatura liscia delle vie aereon conseguente aumento
dell'iperreattivita bronchiale. In questo contestiteressante osservare che i DEPs inducono
la degranulazione degli eosinofili umani e ne auarem I'adesione alle cellule epiteliali
nasali (Riedl M., Diaz Sanchez D. 2005).

Ulteriori conferme dellazione dei DEPs sullindome della risposta allergica-
inflammatoria sono state ottenute anche su gtircellulari, tra cui le cellule mononucleate di
sangue periferico (PBMCs). Nei PBMCs di soggetgrgici co-coltivati in presenza di DEPs
ed allergeni e stato infatti rilevato un aumentwesjico di IL-8, RANTES, e TN (Fahy O.
2000).

E’ stato inoltre documentato che DEPs e PM posssaucitare la loro azione sulle vie
aeree attraverso I'induzione di meccanismi di stoessidativo (Ito T. 2006).

Nella patologia asmatica infatti, parallelamentgdcesso inflammatorio, si verifica un
rimodellamento delle vie respiratorie; pertanto,steess ossidativo e il conseguente danno
epiteliale indotto dai DEPs, potrebbero attivareriattivare meccanismi morfogenetici
responsabili dei cambiamenti strutturali nelle vaeree, paragonabili ai complessi
rimodellamenti che si verificano durante il procedsformazione delle ossa (Parnia S. 2002).

Ancora, un altro meccanismo di azione dei DEPs¢gfdrpiu importante, € 'aumento della
penetrazione di allergeni o di materiale partiankttraverso la mucosa respiratoria.

L’inalazione dei DEPs danneggia I'epitelio bronddia le ciglia, attenua la frequenza del
battito ciliare in cellule epiteliali bronchiali tane, impedendo la funzione protettiva della
barriera biologica alle sostanze inalate (Mall M&08). Gli allergeni quindi permangono
sulla superficie epiteliale per piu tempo, detemnitio cambiamenti morfologici e funzionali
nelle cellule, permettendo una maggiore diffusi@taverso il monostrato epiteliale ed
aumentando il tempo di contatto di tali sostanzae o cellule del sistema immunitario.
(Parnia S. 2002). In figura 10 é riportata un’asiadiffettuata al microscopio elettronico a
scansione, dopo trattamento della linea cellulaepdelio bronchiale umana A549, con due
diverse concentrazioni di particolato fine. Dopo @& di trattamento risulta ben visibile
I'interazione e I'adesione stabile del materialetipallare alla superficie cellulare; per tempi
prolungati (48 e 72 ore) si osservano anche, sealezeazioni della morfologia cellulare, il

distacco di alcune cellule dal substrato e un plhlebbingdi membrana, riarrangiamenti
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nei microvilli probabilmente causati dall'aggregaze delle particelle fini irclusterssparsi

sulla superficie cellulare (Calcabrini A. 2004).

72h

control PM, - (30 pg/em?) PM, . (60 pgicm?)

Figura 10. Analisi di microscopia elettronica arsiane in cellule A549.

Nellambito dello stesso studio, gli autori hannmdstrato I'internalizzazione del PM da
parte delle A549 e visualizzato, mediante tecnigihmicroscopia elettronica a trasmissione,
I'inclusione delle particelle in strutture citophaatiche. In alcune cellule, il particolato amorfo
e stato ritrovato in prossimita delle fibre citosldtriche, suggerendo un coinvolgimento delle
componenti microfilamentose del citoscheletro n@lrnalizzazione e nei successivi
movimenti del PM all'interno della cellula (CalcafirA. 2004).

L’esposizione ai DEPs rileva pertanto un danno dmbrana dose e tempo dipendente.
Indagini di citofluorimetria hanno confermato questeccanismo di fagocitosi rilevandone la
non-specificita, dal momento che, sono stati osgemeccanismi simili sia dopo trattamenti
con DEPs ecarbon black(prodotto dalla combustione incompleta di prodgetitroliferi
pesanti), sia in seguito a stimolazione con pdhtiak lattice (Boland S. 1999).

Gli effetti biologici dei DEPs sull'adesione celuwé, sulla motilita e sulle alterazioni
strutturali del citoscheletro sono stati analizaattanto in pochi studi sperimentali.

Le cellule epiteliali bronchiali instaurano giunzicstrette intercellulari ed aderiscono alla
membrana basale sottostante, modulando attravearsetey interazioni, la morfologia, la
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proliferazione, ed i caratteri differenziativi. Nakma, il danno all’epitelio bronchiale é
spesso associato all’'alterazione dell'integritaladehembrana basale e dei contatti cellula-
cellula (der Boer WI. 2008). Il gruppo di Doornaertollaboratori ha valutato la modulazione
delle interazioni cellula-cellula e cellula-matriae linee di epitelio bronchiale (HBE), in
risposta all'esposizione ai DEPs; tale indaginetatassvolta misurando I'espressione di
specifiche molecole di adesione responsabili deraioni omotipiche ed eterotipiche (E-
caderina, CD44, integrine) ed analizzando le coraptirtitoscheletriche (filamenti di actina,
adesioni focali) coinvolte nei cambiamenti dellarfolmgia cellulare, dell'organizzazione del
citoscheletro e della migrazione cellulare. | rigtilhanno dimostrato che i DEPs alterano, sia
le interazioni tra HBE e matrice cellulare, chectnnessioni cellula-cellula, inducendo un
rimodellamento della ECM associato ad una dimimeidelle capacita adesive e ad una
ridotta capacita di riparazione cellulare in rigacsi danni meccanici (Doornaert B. 2003).

In questi meccanismi di interazione con 'ECM, seamo prevalentemente coinvolte le
metalloproteinasi di matrice. Lo squilibrio tra MM inibitori (TIMP1 e 2) a favore degli
inibitori, determina variazioni nella composiziodella matrice extracellulare e I'alterazione
dei contatti tra le cellule e 'TECM. Le cellule peno la capacita di interagire con la matrice
extracellulare, accentuando la suscettibilita slleddingDoornaert B. 2003).

Tutti i dati riportati suggeriscono che, i DEPsrelad innescare su ptarget cellulari,
reazioni di tipo inflammatorio, sono in grado dteshre le interazioni cellula-matrice e la
coesione cellulare, determinando un decrementéespiessione di molecole di adesione e
una riduzione dellatiffnesscitoscheletrica.

Gli studiin vitro sugli effetti dei DEPs, spesso mostrano discrepannon sono sempre
concordi sui risultati ottenuti. A tale proposita sottolineato che, la composizione delle
particelle e degli estratti di particolato atmogfey &€ estremamente variabile in relazione alle
condizioni delle procedure di estrazione ed ai rhiexasi utilizzati. Miscele diverse pertanto,
testate su sistemi cellulari eterogenei non avrateg effetti sempre perfettamente ripetibili
(Riedl M., Diaz Sanchez D. 2005).
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MATERIALI E METODI

Campionamento

La prima fase dello studio si € incentrata sulutchento di un campione rappresentativo
di 1101 studenti, compresi in una fascia di etdabéle tra gli 11 e i 14 anni, alunni di 16
scuole medie inferiori della citta di Palermo (Laafo da Vinci, Vittorio Emanuele Orlando,
Borghese, Marconi, Verdi, Cesareo, Boccone, BaofigRusso, Buonarroti, Vittorio
Emanuele Ill, Gramsci, Franchetti, Quasimodo, Rbin&ferracavallo) distribuite su tutto il

territorio, come mostrato in figura 11.
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Figura 11. Localizzazione geografica nella citt®diermo delle Scuole Medie Statali che hanno &daliprogetto.

La raccolta di dati anamnestici e campioni biologic tali soggetti € avvenuta in tre fasi
distinte e relative ai bimestri aprile-maggio 20@45 studenti), novembre-dicembre 2007
(281 studenti) ed aprile-maggio 2008 (405 stude@igiscuno studente preso in esame e stato
oggetto discreeningmediante previa somministrazione di un questiendril29 domande
sulla salute respiratoria e sugli stili di vita fiéiari. Successivamente ogni alunno e stato
sottoposto ad analisi di tipo clinico tra cui: peoallergiche SPT Skin Prick Test per
valutare la reattivita antigenica di ciascun soggat seguenti 9 allergeni: dermatophagoides,

parietaria, olivo, gatto, alternaria, graminace&tth, cane; analisi del picco di flusso
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espiratorio (PEF) e valutazione della capacita iletatia polmonare mediante spirometria
(volume espiratorio forzato FEV).

Dopo acquisizione del consenso informato per it gEnetico da parte dei genitori, su
ciascun ragazzo e stato effettuato un prelievandiampione di saliva e un prelievo di cellule
derivate dall'epitelio buccale, raccolte con unpgame di cotone, definito tampone orale o
oral swab.

Tutte le indagini discreeningpreliminare e di reclutamento del gruppo di stdiden
necessari allo studio, sono state effettuate italootazione e svolte parallelamente ad una

equipedi pneumologi, allergologi e psicologi dell'IBIMNR di Palermo.

Estrazione del DNA genomico

Il prelievo salivare e stato immediatamente tratfar I'isolamento delle cellule.

Al prelievo e stato aggiunto un egual volume di RB§uindi centrifugato a 3000g per 10
minuti, in modo da sedimentare le cellule senzarlks Il lavaggio e stato ripetuto 2 volte,
quindi un’aliquota di cellule sono state prelevptr I'estrazione del DNA genomico e la
restante parte e stata immediatamente congelatteatperatura di -80°C.

Il pellet cosi ottenuto e stato sottoposto ad @asa fli pre-trattamento per 10 minuti a 58°C
con Proteinasi K (Applied Biosystem (ABI), FostatyCCA).

Alla sospensione ottenuta sono stati aggiunti &iwmoldi BloodPrep DNA Purification
Solution (ABI, Foster City, CA) preriscaldata a 87& successivamente il campione € stato
risospeso vigorosamente al vortex per 30 secondi.

La sospensione € stata sottoposta all’estrazioh®MA genomico, mediante utilizzo di
un estrattore semi-automatico DNA, RNA ABI PRISMI61(ABI, Foster City, CA).

Tale procedura permette l'inserimento nello strutmedi una piastra da 96 pozzetti
Genomic DNA Purification Tray Il (ABI, Foster City\A) e I'estrazione simultanea di 96
campioni di DNA genomico.

Ciascun campione, dopo esser stato opportunameetiattato e stato stratificato sulla
piastraGenomic DNA Purification Tray Jled e stato avviato nello strumento un protocollo
standard che prevede:

» I'applicazione di vuoto ad una potenza dell’80% 360 secondi per agevolare la
stratificazione del campione;

 l'aggiunta di 65Qul di BloodPrep DNA Purification Solutiopreriscaldata e nuovamente

un vuoto ad una potenza dell’80% per 300 secondi;
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 l'aggiunta rispettivamente di 650, 600 ul e 300ul di BloodPrep DNA Wash Solution
in tre fasi differenti tutte sottoposte ad un vuded’80% per 60 secondi.

 l'aggiunta finale di 10Qul di Elution Solution I(lasciati incubare per 3 minuti) e di 100
ul di Elution Solution lle un vuoto ad una potenza del 60% per 120 secondi.

Il volume di eluizione recuperato pari a 2d0e stato conservato a -20°C per le successive
analisi digenotyping

La qualita e quantita del DNA genomico ottenuto cs@tate valutate mediante lettura

spettrofotometrica (rapporto 38 e O ed elettroforesi su gel d’agarosio (1% in TBE).

Genotipizzazione

L’analisi di genotypinge stata effettuata con un sisteStap-One Real-Time PGRpplied
Biosystem (ABI), Foster City, CA) utilizzando i seznti Tagman SNP Genotyping Assays
ID C__ 9272423 10 per il polimorfisms4795400del gene GSDMB (ABI, Foster City,
CA), ID C_29062108 10, per il secondo SM$7216389 sempre localizzato nel gene
GSDMB (ABI, Foster City, CA) e ID C__ 1385764 _10r pepolimorfismo rs8076131di
ORMDL3. Questi saggi sono costituiti da una misagilgprimers forward e reversenon
marcati, specifici per il sito di interesse, e dee dondelagMan-MGBspecifiche per ogni
allele, marcate al 5 con i fluorocromi FAM™ e VIC®lisegnate per consentire la
discriminazione allelica di specifici polimorfismai singolo nucleotide (SNPs). Per ciascuna
reazione sono stati utilizzati {0di TagMan® Genotyping Master Mi§2X) (ABI, Foster
City, CA), 1ul di SNP Genotyping Ass#20X) e 10ng di DNA genomico.

La TagMan® Universal PCR Master Mif@BI, Foster City, CA) contiene il buffer di
reazione, i dNTPs e la Taq Gold Polimerasi.

Le condizioni di amplificazione e genotipizzaziode ciascuna reazione sono state le
seguenti: 60°C per 30 secondi, 95°C per 10 mind eicli di: denaturazione a 95°C per 15
secondi, appaiamento ed estensione a 60°C perutanin

La discriminazione genotipica é possibile perchéi dgagman Assaysontiene due sonde
marcate comeporter fluorescenti equenchersLa sonda contenente l'allelel € coniugata al
reporter VIC {luorescenza nel verfiee la sonda contenente l'allele2 € coniugataepbrter 6-
FAM (fluorescenza nel rossoyjuando i fluorofori ed quencherssono fisicamente vicini, non si

ha emissione di fluorescenza.
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Al contrario se il fluoroforo € separato della sareddalquenchey emette fluorescenza alla
lunghezza d’onda specifica, strettamente dipendésita composizione chimica del relativo

fluoroforo, come mostrato in figura 12.
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Figura 12. Meccanismo d’'azione della tecnologiaMang®.

Tale emissione € quindi captata da un sensore rmeesell’'apparecchio ed il software
v.2.0 (ABI, Foster City, CA) discrimina le differerfluorescenze emesse e le associa ali
rispettivi alleli. Il risultato di tale analisi éop visualizzato in un glot di discriminazione
allelica”, un grafico che permette I'attribuzione certa dehotipo per ciascun campione di
DNA genomico preso in esame.

L’analisi del’'SNP dell’enzima GSTP1 e stata effietia in collaborazione con la sezione di
ematologia dell’Azienda Ospedaliera Cervello. lliporfismo A313G (rs1695), nell’esone 5
del gene GSTP1, e stato analizzato con la tecrétamihisequenziamento o SnapShoot
Multiplex System (ABI, Foster City, CA), una proeced di estensione dgirimers che
consiste in una reazione di PCR effettuata in preseli un templato purificato con ExoSap-
it, primersoligonucleotidi non marcatp(imers SNPgs DNA polimerasi e dideossinucleotidi
(ddNTP$, marcati con fluorocromi e sprowvvisti del grupp®H in posizione 3'. Segue la
purificazione enzimatica dei prodotti di estensi@mo& ExoSAP-it (USB Corporation) e la

separazione elettroforetica capillare con sequasraa®Bl PRISM 3130.
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Analisi statistiche

Per valutare le associazioni esistenti tra i ddénuti dalle analisi di genotipizzazione e i
dati fenotipi e clinici raccolti & stata eseguit@analisi statistica utilizzando il programma
Stat-View 5.0.1 (1992-98, SAS Institute Inc., SA&ipus Drive, Cary, NC, USA).

L’'analisi della varianza e il test del chi quady@)(sono stati utilizzati per valutare le
differenze tra gruppi. La relazione tra i vari ¢aitdi rischio e la presenza di rinite allergica e
stata studiata mediante regressione logistica nauitiale.

Per ciascuna allergia, € stata specificata unahiéei categoriale con due sole modalita:
assente (=0) e presente (=1). Le informazioni ikedadi fenotipi associati alle diverse allergie
sono state sintetizzate in un’unica variabile datlia, avente tre diverse modalita
(controllo=0; asma=1,; rinite=2).

| polimorfismi di GSDMB e di ORMDL3 sono stati ragsentati sia secondo un modello
recessivo tramite una variabile categoriale con doke modalita ad esempio T/C, che
secondo un modello codominante analizzando sepagata i tre genotipi con modalita TT,
TC, CC.

Tutti i test sono stati considerati statisticamesigificativi per unp-value <0.05. Per
misurare la forza dell’associazione tra le variabdnsiderate sono stati inoltre calcolati
I'Odds Ratio (OR) e i rispettivi intervalli di coiienza (IC) al 95%.
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Colture cellulari

La linea cellulare A549 € una linea derivata danadarcinoma polmonare non a piccole
cellule. Questa linea cellulare presenta caratiehis fenotipiche molto vicine a quelle delle
cellule alveolari di tipo 1l e mostra proprietaitipe delle cellule epiteliali alveolari primarie,
come l'espressione di citocheratine e parametrilisitncrescita.

Le A549 sono state coltivate nelle seguenti coodiziterreno RPMI-1640 (Euroclone,
U.K.) arricchito con 10% di siero bovino fetale &B(Euroclone, U.K.), 100U/mL di
penicillina, 10Qug/mL di streptomicina (Euroclone, U.K.) e glutamai@mM (Euroclone
U.K.). Le cellule sono state mantenute in incubatar 37°C in atmosfera umidificata
contenente il 5% di CO

Esposizione ai DEPs e all'estratto proteico di Pariatria judaica

Per le analisin vitro e per i saggi funzionali le A549 sono state setminasciate aderire e
fatte crescere fino al raggiungimento del 90% dhflceenza. Il materiale particolato utilizzato
per gli esperimenti € I'SRM1975 (NIST, GaithershufigD. USA), una preparazione
standard, commercialmente disponibile e costitddauna miscela di PAHs e nitro-PAHS,
raccolta da un impianto industriale alimentatoesél.

Tale miscela é stata aggiunta per 24 ore al terdérmoltura (RPMI-1640 in 2% FBS) ad
una concentrazione pari ajfml. Il controllo sperimentale del trattamento (®RM1975 e
costituito da cellule trattate con diclorometan®{0), che ¢ il solvente in cui e solubilizzata
la miscela di idrocarburi utilizzata. Dopo la rinmmze del terreno di coltura ed opportuni
lavaggi in PBS completo, le A549 sono state trattain I'estratto di proteine del polline di
Parietaria judaica(in RPMI-1640 in assenza di FBS) alle concentnaizith 250 e 50Qug/ml
per 6, 12 e 24 ore.

Come gia’ descritto in Taverna et al, brevemergsttazione delle proteine del polline di
Parietaria & stata effettuata risospendendo il polline (Ajter AB, Angelholm, Sweden) in
Etere Dietilico a 4°C per 2 ore. Successivamenttaé centrifugato a 8000 rpm per 30
minuti e il pellet ben asciutto & stato risospeso in PBS e lasciatdCaover night Dopo
centrifugazione a 8000 rpm, per 30 minuti a 4°Cgsupernatante € stato recuperato e
dializzato contro acqua milliQ. Successivamentstiato e stato liofilizzato e conservato a -
80°C (Taverna S. 2008).
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Prima di aggiungere I'estratto alle cellule, lauzdbne € stata resa sterile tramite filtraggio

utilizzando filtri (Millipore) con pori da 0,2gm.

Proliferazione cellulare

Le A549 sono state staccate con tripsina/EDTA spsse in terreno completo e contate al
microscopio ottico con la cameraRlirker.

Le cellule sono state seminate in piastre da 9&aeitzalla concentrazione di 3.200
cellule/100ul ed incubate a 37°C. Dopo 4 ore, il terreno diwmal e stato rimosso e sostituito
con terreno fresco, a cui sono state aggiunte cdrazoni crescenti di SRM1975 (1, 10, 20 e
40 ug/ml) in RPMI-1640 in 2% FBS, o di estratto di miote del polline dParietaria judaica
(50, 100, 150 e 50ag/ml) in RPMI-1640 in assenza di FBS. Ad intervallitempo stabiliti
(24, 48, 72, e 96 ore) per il trattamento con SRREL® 24, 48 ore per il trattamento con
estratto di Pj, le cellule sono state private deb lterreno, lavate con PBS completo, fissate e
colorate con cristal violetto. Dopo ripetuti lavaggH,O corrente ai pozzetti € stata aggiunta
la soluzione eluente (200 ed é stata effettuata una lettura allo spettomfetro (ELISA
Readey alla lunghezza d’'onda di 540 nm allo scopo draare I'assorbanza del colorante al

numero di cellule presenti nel pozzetto.

Estrazione di RNA e retrotrascrizione

Dopo I'esposizione per 24 ore conu@dml di SRM1975 (RPMI-1640 in 2% FBS) e per le
successive 6, 12 e 24 ore con estratto di proggh@olline diPj (in RPMI-1640 in assenza
di FBS) alle concentrazioni di 250 e 50@/ml, le A549 vengono staccate con tripsina-
EDTA, risospese in PBS e raccolte centrifugandol@01lrpm per 5 minuti. L'estrazione
dellmRNA é effettuata con il kit lllustra RNA spi(GE Healthcare, San Francisco, CA,
USA) seguendo il protocollo della casa produttrice.

La reazione di retrotrascrizione e preliminare ada uvalutazione quantitativa
dell’'espressione genica mediante real-time PCRgRemtire I'esattezza dei dati quantitativi,
e opportuno che venga retrotrascritta una uguaetga di RNA per ogni campioney(@).

L'RNA totale e stato retrotrascritto mediante ilt KiHigh-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (ABI, Foster City, CA) contenente tutti i compotienecessari per la
conversione quantitativa dug di RNA totale in cDNA, in un volume di reazionarpa 2Qul.

Ai 2ug di RNA totale sono stati aggiunti Random Prim&$, Buffer, dNTP’s e trascrittasi
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inversa MultiScribe™ forniti dal kit, secondo ledinazioni della casa produttrice. La miscela

di reazione e stata incubata 10 minuti a 25°C eessivamente 2 ore a 37°C.

Real Time PCR

Tutti gli esperimenti dReal Time PCRono stati eseguiti con un siste®i@p-One Real-
Time PCR (Applied Biosystem (ABI), Foster City, CA) con i genti parametri di
amplificazione:holding staged5°C 20 secondiycling stage(per 40 cicli) 95° 1 secondo e
60° 20 secondi.

La quantita di cDNA utilizzata per ciascuna reagianpari a gl del prodotto ottenuto
dalla retrotrascrizione dii@ di RNA totale.

Al fine di una valutazione quantitativa dell'essiesie del gene di interesse sono stati
utilizzati i seguenti TagMan Gene Expression As@gyplied Biosystem): Hs00277001_m1
per il gene ICAM1 e Hs00174103_m1 per il gene IL&.miscela di reazione & costituita da
10ul di TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x), RempErase® UNG fornita dalla
casa produttrice, contenente il buffer di reaziord\TPs e la Taq Gold Polimerasi, a cui
addizionato {il di TagMan® Gene Expression Assay, in un volumealeé di 2@l. I
TagMan® Gene Expression Assay contiene i due oligeotidi templato specifici (utilizzati
alla concentrazione finale di 900nM) e la sonda FBWe-Labeled TagMan MGB (250 nM
finale). Contestualmente viene amplificato un colfdrendogeno costitutivamente espresso,
GAPDH (Human GAPD, 4352934E, ABI, Foster City, Cdprcato con FAM/MGB per la

normalizzazione dei dati di espressione genica.

Analisi del citoscheletro ed immunofluorescenza

Le A549 sono state seminate alla concentrazion£0@i000 cellule/pozzetto su vetrini
collagenati (Calf skinCalbiochem) (kg di collagene per chin acido acetico 0.5M) posti in
piastre da 24 wells, e lasciate aderire over nightstesse cellule sono state poi incubate per
24 ore con 20g/ml di SRM1975 (RPMI-1640 in 2% FBS) e successieata per altre 24 ore
con 250 e 50Qug/ml di estratto di proteine del polline Bj (in RPMI-1640 in assenza di
FBS).

Al termine dell'incubazione le cellule sono statséate in paraformaldeide (3,7% in PBS)
per 10 minuti e i vetrini sono stati sottoposti &aggi in PBS per 5 minuti.
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Allo scopo di permeabilizzare la membrana delldutzle consentire l'ingresso della
falloidina rodaminata o degli anticorpi primariiagdati per la marcatura, i vetrini sono stati
esposti per 2,30 minuti all'azione del Triton X-1®BS/TX-100 0,1%), un detergente che
crea dei pori nella membrana plasmatica.

Le cellule, sono state quindi incubate con unazohe saturante contenente PBS/BSA
1% per 1 ora; per quanto riguarda I'analisi debsheletro, i vetrini sono stati prelevati dai
pozzetti e trattati per 30 minuti, con una solueiah falloidina rodaminata. La falloidina é
una molecola fotosensibile estratta dal fungo wenAmanita phalloides che lega
specificatamente i filamenti di actina gia polinzeati. La rodamina € un fluorocromo che ci
permette di visualizzare i filamenti di actina ge¥dl suo spettro di emissione ricade nella
lunghezza d’onda del rosso.

Per quanto riguarda gli esperimenti di immunoflsoenza, dopo I'aggiunta della
soluzione saturante per un ora, i vetrini sona statibati in PBS/BSA 1%, con i rispettivi
anticorpi primari: E-caderina (Rabbit polyclonaluitio 1:100, Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, MA, USA)B-catenina (Mouse mAb diluito 1:108anta Cruz Biotechnology,
Inc., CA, USA) e lasciati overnight a 4°C. Il giorno seguentapa opportuni lavaggi in PBS,
sono stati aggiunti i corrispondenti anticorpi sedari (Texas Red® goatrabbit IgG diluito
1:250, Invitrogen e Fluorescein gaamouse diluito 1:100, Molecular Probes, Invitrogem)
una soluzione di PBS/BSA 1% ed incubati per unao8a°C.

Dopo ripetuti lavaggi in PBS e in,B i vetrini sono stati posti su un vetrino portaetig
con 3ul di mounting solution

La rilevazione del segnale di fluorescenza e I'asigione delle immagini (ingrandimento
60X ad immersione) & avvenuta tramite osservazaineicroscopio confocale (Olympus

1X70 con sistema laser Melles Griot).

Saggi di motilita: Camera di Boyden e Wound-healin@ssay

Le A549 sono state seminate alla concentrazio®@@i000 cellule/pozzetto in piastre da 6
wells, lasciate aderire, e trattate per 24 ore 20rg/ml di SRM1975 (RPMI-1640 in 2%
FBS) e successivamente per altre 24 ore con 2500equ&/ml di estratto di proteine del
polline di Pj (in RPMI-1640 in assenza di FBS). Dopo le due igdasi di trattamento, le
cellule sono state raccolte e le loro capacita atdggie sono state testate mediante la camera

di Boyden.
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Il principio si basa sulla capacita del chemiodtitwste, posto nella camera inferiore, di
stimolare il passaggio delle cellule, dai pozzatteriori a quelli inferiori, attraverso un filtro
di policarbonato con pori dal diametro dirB. Per il saggio della motilita la membrana di
policarbonato & stata pre-trattat@er nightcon una soluzione di collagen@glper cniin
acido acetico 0.5M e lasciata asciugare a temperatabiente.

Le cellule A549 sono state incubate per 24 oreZfwg/ml di SRM1975, successivamente
trattate con estratto proteicoljiper altre 24 ore, infine staccate con tripsina/BZTlasciate
in terreno completo per circa 60 minuti. Dopo ciéungazione le cellule sono state risospese
alla concentrazione di 1x3nl in terreno RPMI-1640 con BSA allo 0.1%.

Nei pozzetti inferiori della camera di Boyden sormstati dispensati 28ul di
chemoattrattante per pozzetto (RPMI-1640 con FB$0&b), la camera é stata assemblata
adagiando il filtro di policarbonato nell'interfaactra i pozzetti inferiori e superiori, e
sigillando con delle viti i due blocchi (inferiore superiore). Nei pozzetti superiori della
camera sono stati trasferiti @6della sospensione cellulare di 1X1&llule/ml in terreno
RPMI-BSA 0.1% ed la camera di Boyden é stata intaubaernight, in camera umida a 37°C
e 5% di CQ.

Le cellule rimaste sulla porzione superiore ddtdilsono state rimosse, quelle migrate
sono state fissate e colorate con il Diff-Quicke aolora nucleo e citoplasma della cellula;
'eccesso di colorante e stato rimosso da due pgssa dHO al termine dei quali la
membrana viene fatta aderire al vetrino. Le cellmigrate sono state, infine, contate al
microscopio analizzando cinque campi per condizione

| risultati riportati sono la media di due espenmiéndipendenti, ciascuno dei quali & stato
eseguito in sestuplicato.

| saggi di riparazione della feritaMound-healing assaiysono stati eseguiti facendo
crescere fino alla confluenza in pozzetti di unaspa da 6, le A549 pre-trattate per 24 ore
con SRM1975 (RPMI-1640 in 2% FBS); sul monostraiei ®ttenuto & stata realizzata una
“ferita” o “taglio” staccando una striscia di cddumediante un puntale sterile. Dopo aver
rimosso le cellule staccate mediante dei lavaggPB8, e stato aggiunto RPMI-1640 (in
assenza di FBS), contenente 100, 250 e @@l di estratto di proteine del polline ldj per
altre 24 ore; la piastra € stata incubata a 3710350, al 5% e monitorata per 48 ore.

A 24 e a 48 ore le cellule sono state osservatei@bscopio per quantificare la capacita
di riparare la ferita. Per ciascuna condizioneddute sono state fotografate a tempo 0 (al
momento in cui é stato effettuato il taglio) ed4ae248 ore. La richiusura della ferita e stata

misurata col programma Image J, paragonando ladamp dello scratch effettuato a t=0 con
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guello dopo trattamento per t=24 o t=48 ore e wadd le differenze significative tra

controllo e trattato.

Estrazione e quantizzazione delle proteine totali

Le A549 sono state seminate alla concentrazionBxdif cellule/fiasca T75, lasciate
aderire overnight ed incubate per 24 ore cong2@l SRM1975 (RPMI-1640 in 2% FBS).
Dopo la rimozione del terreno di coltura ed oppoirtavaggi in PBS completo, le A549 sono
state trattate con l'estratto di proteine del pellidi Parietaria judaica(in RPMI-1640 in
assenza di FBS) alle concentrazioni di 250 e &fJthl 24 ore.

Al termine dell’incubazione, il terreno di coltug stato rimosso, le cellule sono state
sottoposte a tre lavaggi con PBS, raccolte cooalirscrapere centrifugate a 1100 rpm per 5
minuti a temperatura ambiente pkllet ottenuto & stato risospeso in un opportuno voldme
tampone di lisi (300mM NaCl, 50mM Tris-HCI pH 7,&ritonX-100 0,5%, 1mM PMSF,
10ug/ml leupeptina, 10g/ml aprotinina 0,4mM Na-ortovanadato, 0,4mM EDTAmMM Na-
pirofosfato, 10mM Na-fluoride) ed incubato per wao e mezza in ghiaccio.
Successivamente, il lisato e stato centrifugatal@0Q rpm per 15 minuti a 4°C al fine di
rimuovere il DNA ed i detriti cellulari. Le protegntotali estratte, contenute nel supernatante,
sono state poi quantizzate. A 3b@di Coomassie protein assay reagent(Kiterce, Rockford,
IL, USA) sono stati aggiunti 10 di campione opportunamente diluito in,®mQ. I
Coomassied un colorante che lega stabilmente le proteim@ dge legami peptidici; la sua
colorazione vira da marrone a blu, quando passandsstato non coniugato ad uno in cui €
legato alle proteine. La lettura é stata effettuatliante un lettore ELISAE(800 Bio-Tek
Instrumenty ad una lunghezza d’onda di 595nm e i valori setaii azzerati rispetto al
bianco (35@Ql di Coomassiet 1Qul di tampone di lisi opportunamente diluito). Iktere di
piastra misura I'assorbanza di ciascun campiorepgrato in triplicato), tale valore viene poi
convertito in concentrazione proteica dividendanledia delle tre letture per la pendenza di
una curva standard di sieroalbumina bovina (BSAQr@-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e
infine moltiplicando per il fattore di diluizioneLa curva di BSA viene costruita
precedentemente a partire da una concentraziomaeenda successive diluizioni seriali dello

stesso standard.
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Analisi di Western Blot

Aliquote da 60-8(g di proteine totali sono state diluite in un vokiwpportuno dsample
buffer contenente: 0,125M Tris-Hcl pH 6,8, 4% SDS, 0,0BMT, 0,1% bromofenolo blu,
20% glicerolo. Il campione cosi diluito e stato ol per 5 minuti per ottenere la
denaturazione delle proteine e separato median&FAGE su gel di poliacrilammide al 8%
(Acrilamide/Bisacrilamide (30:0,8), 1,5M Tris-HQbK 8,8), 10% SDS, 10% APS, TEMED,
dH,O) secondo la procedura descritta da Laemmli (19Z8)corsa elettroforetica & stata
effettuata a 150V per un’ora circa in presenzardopportuno tampone di corsa (0,2M Tris
base, 1,9M glicina ed SDS 0,1%.). Dopo la corsarefetetica il gel e stato rimosso dalla
camera ed equilibrato per qualche minuto nel taragbrrasferimento (0,2M Tris base, 1,9M
glicina, metanolo 20%). Il trasferimento delle pin&e é stato eseguito a 50V per 1 ora
utilizzando uno specifico sistema aahdwich”, in cui il gel & a diretto contatto con la
membrana, tra due fogli di carta 3MM e due spugnasisorbenti; tale sistema consente il
passaggio delle proteine dal gel ad una membranérdcellulosa precedentemente attivata
con dHO (Amersham, GE-healthcare, Buckinghamshire, U.K.).

Successivamente la membrana stessa € stata cotamatasso ponceay0,1% rosso
ponceau in 5% acido acetico) per verificare I'auuten trasferimento delle proteine,
decolorata con d}D, incubata per un ora a temperatura ambiente agitazione nella
soluzione saturante (58ilk non fat dryin TBS-T).

Dopo 5 lavaggi da 5 minuti in TBS-T (20mM Tris-BaddOmM NaCl a pH 7,6 e 0,1%
tween-20), la membrana e stata incubata overnighagitazione a 4°C, con i seguenti
anticorpi primari: anti-E-caderina (Rabbit polycébrdiluito 1:250 in 5% milk TBS-T, Cell
Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA) afdtactina purificato nel nostro
laboratorio (Chicken IgY diluito 1:8000 in 5% BSA®-T) (Alessandro R. 2009).

Dopo opportuni lavaggi in TBS-T, la membrana eastatubata per un ora a temperatura
ambiente gli opportuni anticorpi secondari coniugila perossidasi: Goat Anti-Rabbit 1gG-
HRP conjugate, diluito 1:10000 in 5% milk TBS-T,n&a Cruz Biotechnology, CA, USA) e
(Rabbit Anti-Chicken IgY-HRP coniugate, diluito D@00 in 5% milk TBS-T, Abcam,
Cambrige Science Park, UK.).

L’avvenuta interazione tra anticorpo primario e@lario viene rivelata in presenza di
una specifica soluzione contenente il substrattadetrossidasi (Super Signal West Pico

Chemioluminescent Substrate, Pierce, Rockford, ILUSA). La reazione di
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chemioluminescenza emette un segnale in grado dressionare una lastra fotografica

sviluppata successivamente con opportune soludi@viluppo e fissaggio (Kodak).

Saggio di adesione dei PMN alle A549: isolamento idgolimorfonucleati

(PMN) e colorazione con mieloperossidasi

Circa 10ml di prelievo venoso da volontario sanmosatati diluiti in PBS (1:1) e
stratificati su gradiente di Ficoll (Sigma-Aldrichnc., St. Louis, MO, USA). Dopo
centrifugazione per 30 minuti a 2000rpm € stakelepata la banda di PMN, depositata
appena sopra il precipitato di globuli rossi. lcupero di tale banda e difficoltoso ed
inevitabilmente si preleva anche un certo numerglabuli rossi. Gli eritrociti contaminanti
sono stati quindi eliminati mediante lisi ipotonicaun opportuno tampone (Na&l 1.5M,
KHCO; 100mM, NaeEDTA 10mM, in dHO). Le cellule recuperate sono state sottoposte a
successivi passaggi di purificazione ripetendoalgpé di lisi e ulteriori lavaggi in PBS. Il
precipitato ottenuto, contenente i PMN estrattstato risospeso in RPMI-1640 e le cellule

sono state contate in camera di Burker.

| polimorfonucleati sono stati piastrati (in piastda 24 alla densita di 800.000
cellule/pozzetto), su un monostrato di A549 prétdta con 2(g/ml SRM1975 (RPMI-1640
in 2% FBS) per 24 ore, e con 250 e 5@l di estratto proteico di Pj (in RPMI-1640 in
assenza di FBS) per ulteriori 24 ore. Le celluleosstate mantenute in incubatore a 37°C e
5% di CQ per circa tre ore. Dopo l'adesione, le cellule sstete colorate con un kit per
mieloprossidasi (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MOSA), che consente la rivelazione dei
polimorfonucleati. Il protocollo di colorazione éa® quindi adattato alle nostre condizioni

sperimentali e le cellule sono state osservate@bstopio, fotografate e contate.

51



RISULTATI E DISCUSSIONE (1)

ANALISI DI POLIMORFISMI GENETICI E SUSCETTIBILITA’
INDIVIDUALE NELLE ALLERGOPATIE RESPIRATORIE

Campionamento

Le attivita di reclutamento, di raccolta dei ddinici ed anamnestici e di campionamento,
sono state svolte in collaborazione con il grupel1B8IM-CNR di Palermo.

| dati ottenuti da questa prima fase, raccolti poele 16 Scuole Medie Statali di Palermo
elencate in Materiali e Metodi, hanno fornito Issgibilita di organizzare ugatabasecon una
casistica di 1100 soggetti.

Le caratteristiche generali del campione di rifenmo, in relazione a diversi parametri tra
Cui sesso, eta, altezza, peso, indice di massarearpatopia, esposizione al fumo passivo ed
esposizione al traffico pesante, sono state arézral gruppo dellIBIM-CNR e non
saranno dettagliatamente descritte nel presentedav

Tra i fattori elencati, I'eta ed il sesso, risulbaparticolarmente importanti negli studi di
genetica di popolazione ed influenzano, insiemeal&d parametri clinici, lo sviluppo delle
patologie allergiche respiratorie.

L’etd adolescenziale ad esempio, € un fattore stihid per l'insorgenza delle malattie
asmatiche; il fenotipo asmatico nei bambini infattulta differente in relazione all’eta.

Un altro fattore che incide sullo sviluppo delléeejopatie respiratorie € il sesso. E’ stato
recentemente dimostrato che il sesso femminile socéesto ad un maggior rischio di
sviluppare la patologia asmatica, ad una maggiersigienza dei sintomi e all'insorgenza
precoce della malattia rispetto al sesso masdBitgéard H., Bannelykke K. 2010).

Relativamente ai parametri eta e sesso, la popolazienerale oggetto di studio é risultata
composta da 552 femmine e 548 maschi, con un edéardel2 anni, per entrambi i sessi.

Al fine di correlare i dati dell’analisi geneticart i fenotipi patologici di interesse, la
popolazione e stata preliminarmente suddivisa enntiacrogruppi: asmatici (146 soggetti),
rinitici (418 soggetti) e controlli (534 soggettipolo per 3 soggetti non é stato possibile
attribuire un fenotipo.

Il sottogruppo di soggetti asmatici include tutli gfudenti che hanno risposto in modo

affermativo alla domanda del questionario: “hai raaiuto asma?”. La condizione asmatica
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quindi, e definita in modo generico, sulla basaidiepisodio verificatosi almeno una volta
nella vita del bambincaSma evex

Nella categoria di soggetti rinitici invece, rieartio tutti gli studenti che hanno risposto

affermativamente alla domanda “hai mai avuto stamicorrenti, naso che cola o episodi di
ostruzione nasale, diversi dal comune raffreddoré®iesto gruppo di soggetti include gli
studenti che hanno manifestato segni clinici digimlmeno una volta nella vitarfite evel.
Al fine di utilizzare un criterio di classificazienpiu selettivo e attendibile, nelle analisi di
associazione genica, sono stati considerati gldestti che oltre ad avere risposto
affermativamente alla domanda riportata perritate ever hanno avuto manifestazione
clinica di rinite nei 12 mesi antecedenti la corapibne del questionarioirfite 12 mesi.

Nel gruppo di studenti controllo rientrano infingtt i soggetti non affetti da patologie
respiratorie di natura allergica e che hanno rigpaosgativamente alle domande sull’asma e
sulla rinite.

La prevalenza delle due patologie nel campionefgiimento € risultata rispettivamente
pari al 13.2% (146/1100) per 'asma ed al 45.5%4(5000) per la rinite.

Parallelamente, sono state inserite in bancap#atciascuno studente (per un totale di
1092 soggetti), le informazioni relative alle asatiegli SPT per i 9 allergeni testati, elencati
in Materiali e Metodi, e le informazioni relativel altri sintomi 0 endofenotipi di natura
allergica (vheezingtosse notturna), dedotti dal questionario sullaiteatespiratoria e sugli
stili di vita (somministrato ad un totale di 109@9getti).

Ai campioni biologici prelevati (saliva e tamponeale), € stato assegnato un codice di

identificazione univoco per ciascun individuo, teta del trattamento dei dati personali.
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Analisi del DNA genomico

Dopo le procedure di estrazione, e stata effettuiatanalisi quantitativa e qualitativa del
DNA genomico ottenuto, mediante lettura spettrafattrica (rapporto OD260 e OD280), ed
elettroforesi su gel d’agarosio (1% in TBE).

M
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Figura 13. Elettroforesi su gel d’agarosio. ksindlll

Come si puo osservare dalla figura 13, sia la gualie la quantita del DNA estratto e
visualizzato in un campione rappresentativo di @viidui, rispondono ai criteri utili per le
successive analisi.

L’assenza di bande a piu basso peso molecolarestliania qualita e I'integrita del DNA
genomico. La quantitd media di DNA genomico estragier campione € pari a dd e la
percentuale di successo di estrazione e pari &0100

Genotipizzazione

| dati relativi all’analisi genotipica dei due SNRs4795400 ed rs7216389) localizzati sul
gene GSDML, e dell'SNP rs8076131 localizzato su (@R, sono stati raccolti ed
analizzati mediante I'utilizzo deloftware v.2.§ABI, Foster City, CA).

Al termine dell'analisi di Real Time PCR, il prognana ha elaborato i dati ottenuti che
sono stati visualizzati graficamente in ptot di discriminazione allelicaNel plot, ogni
genotipo analizzato ed attribuito con certezzgyexifico per ciascun individuo saggiato e si
identifica con un cerchio colorato.

Nella figura 14 € mostrato un esempio rappresenotai plot di discriminazione allelica

ottenuto per il polimorfismo rs7216389 di GSDML.dtafico mostra tre aree localizzate e
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distinte con colori differenti, in cui sono raggpsti gli individui con lo stesso genotipo, e
corrispondenti, ai tre genotipi attesi dall’anal{smozigote per l'allele-leterozigote ed
omozigote per l'allele-2).

* Plot Settings
SHP Assay: |ORMLDLI + Apply Call

Plot Type: |Cartesian w

BREREE 8 by =
Allelic Discrimination Plot

1.5 ‘
.' Genotipo TT

Allele T

o Genotipo CC

01 03 0§ o7 0g 11 13 15

Allele C

Figura 14. Diagramma di discriminazione allelica frs7216389di GSDML.

Nel plot, relativo al polimorfismo rs7216389 di GSDML, ogsingolo campione, €
localizzato in un’area ben precisa e dipendenti&a dplantita di fluorescenza emessa dalle
sonde TagMan®, in funzione della presenza degdilial o T. In ascissa sono registrati i
valori di fluorescenza emessa in presenza delkallze in ordinata é riportato il segnale di
fluorescenza rilevato per I'allele T. Pertantopggetti con genotipo CC saranno raggruppati
in basso a destra (nessun segnale di fluorescemzdl’pllele T). Analogamente, gli individui
TT saranno visualizzati in alto a sinistra (nessamassione di fluorescenza corrispondente
all'allele C), mentre gli eterozigoti localizzati aentro delplot, avranno un segnale di
fluorescenza risultante dalla presenza di entragfiballeli, C e T. In basso a sinistra &
rappresentato il controllo negativo, per il quatarsi rileva nessun segnale di fluorescenza
(contrassegnato con un quadratino nero).

Le informazioni ottenute da questo prinsoreening hanno permesso di stratificare la
popolazione di riferimento nelle tre classi genictip, relative a ciascuno dei tre SNPs

analizzati.
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| dati ottenuti dalle analisi dienotypingdell'intero campione, sono riportati nelle tabelle
2A, 2B e 2C.

Nelle tabelle si osserva che, la distribuzione aéghpione nelle tre classi (omozigote per
l'allele-1, eterozigote ed omozigote per I'allelgrBulta paragonabile fra i tre SNPs.

La percentuale di successo di estrazione e riayt@ti al 98,5% per I'rs4795400, al 99,7%

per I'rs7216389 ed al 98,7% per I'rs8076131.

A
rs4795400 GSDML N° di individui %
Omozigoti TT 173 16,0
Eterozigoti TC 537 49,5
Omozigoti CC 374 34,5
N° totale = 1084
Non determinati 16
B
rs7216389 GSDML N° di individui %
Omozigoti CC 206 18,8
Eterozigoti CT 538 49,0
Omozigoti TT 353 32,2
N° totale = 1097
Non determinati 3
C
rs8076131 ORMDL3 N° di individui %
Omozigoti GG 182 16,8
Eterozigoti GA 539 49,6
Omozigoti AA 365 33,6
N° totale = 1086
Non determinati 14

Tabella 2. Dati riferiti alla genotipizzazione pgrolimorfismi di GSDML (2A) e (2B) e di ORMDL3 (2C

Suddivisione delle tre classi genotipiche e reafrequenze in percentuale.
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Analisi statistiche

Prima di effettuare qualsiasi analisi di associagzjoé stato necessario verificare se la
popolazione di riferimento, formata da 1100 indurjdosse in equilibrio dHardy-Weinberg
(tabelle 3A, 3B e 3C).

Nelle tabelle 3A, 3B e 3C di seguito riportate, s@tati calcolati i valori delle frequenze
attese per i tre genotipi, secondo la leggelatidy-Weinbergp® + 2pq + § =1, in cui p e q
rappresentano le frequenze dei singoli alleli,anplbpolazione presa in esame. Mediante |l

test delx? & stato calcolato se le frequenze osservate idiffaro da quelle teoriche:

, W2
?2 Z [ HIgHerD GEfermedlio — kumers giteso)

numaro aitesa

| valori di x* ottenuti sono uguali a: 0,735 per I'r's4795400, 0,pér I''s7216389 e 0,508
per I'r's8076131, e permettono di accettare I'ipiotdis partenza secondo cui non esiste

differenza tra i gruppi esaminati, in relazion@aiametri considerati.

A
rs4795400 GSDML
Freq. Attese% Freq. Osservate%
Omozigoti TT 16,6 16,0
Eterozigoti TC 48,3 49,5
Omozigoti CC 35,1 34,5
x? Test 0,735
B
rs7216389 GSDML
Freq. Attese% Freq. Osservate%
Omozigoti CC 18,7 18,8
Eterozigoti CT 49,1 49,0
Omozigoti TT 32,2 32,2
x> Test 0,001

C

rs8076131 ORMDLS3

Freq. Attese% Freq. Osservate%
Omozigoti GG 17,3 16,8
Eterozigoti GA 48,6 49,6
Omozigoti AA 34,1 33,6
x? Test 0,508

Tabella 3. Frequenze attese, osservate e valoge alitenuto per i polimorfismi di GSDML

(3A) e (3B) e di ORMDL3 (3C).
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| dati riportati dimostrano quindi, che le frequenalleliche ottenute per i tre SNPs
rispettano le proporzioni dell'equilibrio #iardy-Weinbergle varianti alleliche indagate non
sono pertanto soggette ad importanti eventi dzgahe e mutazione.

L'obiettivo successivo e stato quello di valutatevéntuale relazione tra gli SNPs

considerati e le patologie allergiche respiratogecampione di riferimento.

Associazione tra la regione 17921 e le allergopatiespiratorie

Le informazioni derivate dai questionari sommirasitagli studenti, sono state utilizzate
per suddividere la popolazione in gruppi corrispantd a diverse classi fenotipiche e per
separare quindi, i soggetti “affetti” dai “non-&ti®& utilizzati come controlli.

Tale classificazione e fondamentale per effettlmmiccessive analisi statistiche (descritte
in Materiali e Metodi), al fine di evidenziare difenze genotipiche tra i gruppi analizzati.

L'analisi di associazione dei tre SNPs con le maji@ respiratorie oggetto di studio (asma
e rinite), ha evidenziato una correlazione sigatiia con la rinite.

| dati di seguito riportati pertanto, sono relatalie varianti polimorfiche nel sottogruppo
dei soggetti rinitici, in relazione ai controlli rga(non affetti da patologie allergiche
respiratorie).

In tabella 4 é riportata la distribuzione dei g@piptespressa sia come valore numerico
che come frequenza, all'interno delle due classiagjgetti presi in esame: “rinitici” e “non-
rinitici”. Gli alleli evidenziati in grassetto e ntrassegnati con I'asterisco, rappresentano gli

alleli ancestrali per ciascun polimorfismo.

Locuggruppo Genotipo
n (%)

rs4795400 (TC*) TT TC CcC N° totale di individui
Soggetti rinitici 45 (11) 217 (52,9) 148 (36,1) 410
Non affetti 127 (19) 318 (47,5) 224 (33,5) 669
rs7216389 (CI*) CC CT T n
Soggetti rinitici 57 (13,7) 220 (53) 138 (33,3) 415
Non affetti 148 (21,9) 316 (46,7) 213 (31,4) 677
rs8076131 (G&*) GG GA AA n
Soggetti rinitici 50 (12,1) 220 (53,4) 142 (34,5) 124
Non affetti 131 (19,6) 317 (47,4) 221 (33) 669

Tabella 4. Distribuzione dei genotipi e relativequenze nelle due classi analizzate: rinitici e afetti.
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Una prima analisi dei dati & stata eseguita usalmo il software Stat-View 5.0.1, che ha
permesso di effettuare un’analisi statistica baari in cui ciascuna classe genotipica, € stata
incrociata con uno dei fenotipi considerati nelltmdso. | risultati ottenuti sono stati
visualizzati in tabelle di contingenza 2x2.

Tra le molteplici combinazioni considerate € emeansa forte associazione tra tutti e tre i
polimorfismi analizzati (rs4795400, rs7216389, r&&031) localizzati nella regione 17921, e
la rinite.

Tale risultato, € stato ulteriormente validatoyawoiando le classi genotipiche di tutti e tre
gli SNPs con alcuni endofenotipi associati allateindedotti dal questionario sulla salute
respiratoria, tra cui: larinocongiuntivite (rinite accompagnata dai segni tipici della
congiuntivite, prurito agli occhi ed/o lacrimazignéa rinite ever la rinite associata ad
allergia (positivita ad almeno uno degli SPT testati). k@sazione genetica € risultata
nuovamente significativa, anche per le sottocladsi soggetti numericamente meno
abbondanti.

L'analisi di associazione € stata ripetuta contésse modalita per la patologia asmatica e
dai dati ottenuti € emerso che, i polimorfismi ddegati in questo studio, non sono associati
all’'asma in modo statisticamente significativo.

Numerosi dati di letteratura riportano I'associasdra illocus cromosomico 17921 e le
patologie allergiche respiratorie, e prevalentemeamn 'asma bronchiale. Nel campione di
riferimento considerato invece, non si evince umaetazione significativa con il sottogruppo
di soggetti asmatici.

Gli studi di genetica di popolazione risultano smesstremamente variabili in relazione
alle diverse etnie, alla localizzazione geografidaa fattori di tipo ambientale.

Tuttavia, le discrepanze emerse in questo studio goobabilmente correlate alla scelta
del campione di riferimento. Lo studio di assocmas e stato effettuato su un gruppo di
studenti rappresentativo della popolazione geneml@on, su pazienti o su famiglie di
soggetti affetti.

Nella popolazione analizzata infatti, il grupposdiggetti asmatici risulta numericamente
inferiore rispetto a quello dei rinitici, ci0 deteina una bassa prevalenza dellasma nel
campione di riferimento, che raggiunge un valore ph 13.2%. La rinite invece, risulta
maggiormente rappresentata ed ha una prevalenzalp#s.5%. Questi valori spiegano la
scarsa significativita delle analisi genetiche tiffgte sul gruppo di soggetti asmatici e la

mancata associazione con i polimorfismi della nregigenomica considerata.
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| dati ottenuti dalle analisi di associazione delldte con i tre SNPs sono riassunti in
tabella 5. La tabella riporta i valori dell’analigenetica effettuata utilizzando sia il modello
additivo (semplificato) che il modello non-additiy@ codominante).

Nel primo caso, l'eterozigote e accorpato ad uniodde omozigoti. | dati sono quindi
rispettivamente analizzati, per I'rs4795400 con alibél TC+CC verso 'omozigote TT, per
I'rs7216389 con modalita CT+TT verso I'omozigote ,C€ infine, per I'r's8076131 con
modalita GA+AA verso I'omozigote GG. Nel modellomadditivo 0 codominante invece, si
suppone che i due alleli vengano espressi in egusiira e l'analisi di associazione e

effettuata separatamente per ciascuno dei tre igenot

SNPs Modello Genotipo OR (95% CI) P-value
Non-additivo TT 1.00 Ref.
TC 1.90 (1.29-2.80) 0.0011
rs4795400 CC 1.87 (1.25-2.80) 0.0024
Additivo TC+CC 1.89 (1.30-2.74) 0.0008
Non-additivo CC 1.00 Ref.
CT 1.80 (1.26-2.57) 0.0012
r$7216389 TT 1.68 (1.15-2.46)  0.0070
Additivo CT+TT 1.76 (1.25-2.46) 0.0011
Non-additivo GG 1.00 Ref.
GA 1.83 (1.26-2.66) 0.0015
rs8076131 AA 1.69 (1.14-2.51) 0.0090
Additivo GA+AA 1.77 (1.24-2.54) 0.0017

Tabella 5. Analisi di associazione dei tre SNPslaainite allergica.

Nella tabella 5 sono inoltre riportati i valori @dds RatiaOR) calcolati conntervalli di
confidenza (CI) al 95%. Dai dati si osserva ch@R’considerato per tutti e tre i polimorfismi
e sempre maggiore di 1, senza nessuna discreganzdue modelli analizzati (additivo, non-
additivo).

Per valutare la significativita statistica dei datienuti, € stato calcolato p-value che e
risultato sempre compreso tra 0,001 e 0,05, e qtongmente significativo nell'intervallo di

confidenza considerato (5%).
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L’analisi di associazione dei tre polimorfismi ctanrinite e stata effettuata mediante un
modello di regressione logistica multivariata eretia per tutti i fattori di rischio associati
alla rinite, considerati nello studio, quali: ses$amiliarita allasma, sensibilizzazione
allergica, esposizione a fumo passivo (ETS), pmsedi umidita nelle abitazioni ed
esposizione a traffico pesante.

Come recentemente documentato da Cibella et aindaongiuntivite, 'asma e I'eczema
atopico, hanno numerosi fattori di rischio comuball’analisi condotta dal gruppo di ricerca
dellIBIM-CNR di Palermo € emerso che, tra i faitdr rischio significativamente associati
alla rinocongiuntivite vi sono: I'atopia, 'asmded¢zema, I'esposizione del soggetto a fumo
passivo (ETS), la presenza di umidita nell'abitagioe I'esposizione a traffico pesante
(Cibella F. 2011).

Nell’'analisi di associazione dei tre SNPs (rs47%4&7216389 ed rs8076131) con la
rinite, secondo il modello di regressione logistipartanto, si € tenuto conto delle
informazioni relative ai fattori di rischio considéi, che talvolta, possono essere definiti
“confondenti” o “modificatori” degli effetti osseati.

Le informazioni relative alla storia familiare diraa per ciascun soggetto o all’esposizione
a muffe/umidita nelle abitazioni, al fumo passigabiraffico pesante, sono state dedotte dalle
risposte degli studenti al questionario sulla satespiratoria.

Gli studenti che hanno risposto affermativamenta dbmanda riguardo la presenza di
muffe, umidita o funghi sulle pareti di casa o saffitto della propria camera da letto sono
stati classificati come “esposti”; I'esposizion€ano passivo e stata valutata in relazione alla
presenza di fumatori in casa; I'esposizione aitrafpesante e stata registrata in base alla
frequenza con cui mezzi pesanti 0 camion circolaelte strade della residenza durante i
giorni dalla settimana; la familiarita al'asma tata definita dalla presenza della patologia
asmatica in almeno un genitore.

Osservando i dati riportati in tabella 5, si puadadere che, per ciascun SNP, c’'e sempre
una classe genotipica numericamente piu abbondastegruppo di soggetti rinitici
considerati, che risulta significativamente asdacala patologia in questione.

In dettaglio, i portatori dell’allele C (rispettallele T) per I'r's4795400, sono associati ad
un magagior rischio di insorgenza della rinite (OR.80, 95% CI, 1.29-2.80, P =0.0011
guando l'allele C e in singola copia; OR = 1.87%0%I, 1.25-2.80, P = 0.0024 quando
I'allele & presente in due copie). Tale associaiginconferma nel modello additivo, in cui i
soggetti portatori di una o due copie dell’alleleh@no un OR pari a 1.89 (95% CI, 1.30-
2.74, P =0.0008).
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I risultati sono simili per I''s7216389 (OR = 1.885% CI, 1.26-2.57, P = 0.0012 quando &
presente una copia dell’allele T; OR =1.68, 95% L15-2.46, P =0.0070 quando sono
presenti due copie; OR = 1.76, 95% CI, 1.25-2.46,0/00011 nel caso del modello additivo
in cui si considerano una o due copie dell’alleleed anche per I'rs8076131 (OR = 1.83, 95%
Cl, 1.26-2.66, P =0.0015 quando € presente unia cigil’'allele A; OR = 1.69, 95% CI,
1.14-2.51, P =0.0090 quando sono presenti dueecdR =1.77, 95% CI, 1.24-2.54,
P =0.0017 per il modello additivo con una o dupieaell’allele A).

Riassumendo quindi, I'allele C per I''s4795400|I€ke T per I'rs7216389, e l'allele A per
I'rs8076131 risultano fortemente associati allateimella popolazione considerata.

Dati recenti di letteratura riportano l'associazaotra gli SNPs presenti nella regione
cromosomica 17921 e I'asma bronchiale (Tavenda20BS8).

Il polimorfismo rs7216389 e fin'ora il piu studiatx é stato associato all'insorgenza di
asma, in diverse popolazioni. Tale SNP é local@zsll'introne 1 del gene GSDML e la
presenza dell'allele T influenza I'espressione dehe limitrofo ORMDL3 (Moffatt MF.
2007) attraverso meccanismi di rimodellamento daltanatina, allele specifici (Verlaan DJ.
2009). L’associazione del polimorfismo rs7216388 tasma infantile, & stata riportata per
la prima volta da Moffatt (Moffatt MF. 2007) e sessivamente confermata in altri studi
indipendenti (Sleiman PM. 2008, Leung TF. 2009, éralale R. 2008). La variante T inoltre,
e stata ritrovata nel 17% circa della popolazicsmaatica europea.

La regione 17921 contenente I'rs7216389, e statheamssociata ad altre patologie di
natura allergica, come I'eczema atopico e a patldigdiversa eziologia, come il glioma.

In uno studio recente, il rischio di svilupparegiloma € stato correlato alla condizione
asmatica, sulla base di dati epidemiologici cheo@aso il glioma ai polimorfismi della
regione 17g21, suggerendo una relazione compleasallergia e cancro, possibilmente
mediata da meccanismi immunologico-infiammatorii§bias SE. 2010).

Gli altri due polimorfismi considerati nel presestedio, I'rs4795400 e I'rs8076131, sono
stati oggetto discreeningsoltanto in un’indagine di popolazione effettuata famiglie
francesi. Da questa analisi di associazigemomewidee emerso che, 11 SNPs (su 36
studiati), localizzati nelocus 17921, risultano correlati al rischio di sviluppaasma in eta
infantile, soprattutto in soggetti maggiormentesahio, perche esposti a fumo passivo (ETS)
durante i primi anni di vita.

| due SNPs rs4795400 ed rs8076131 risultano stgiiflamente associati allasma e gli
alleli di rischio identificati sono rispettivamenkallele C per I''s4795400 e l'allele A per
I'rs8076131.
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Identificazione di un aplotipo di rischio nella regone 17921

Gli alleli di rischio identificati nel presente metto (I'allele C per I''s4795400, l'allele T
per I'r's7216389 e lallele A per I'r's8076131), tdisuno in accordo con le evidenze
sperimentali riportate in letteratura, e sono tssi alleli associati allasma, negli altri studi
di popolazione.

Da uno studio caso controllo effettuato sulla papane cinese in bambini di 11 anni, e
emerso che 8 diversi marcatori polimorfici locaéiiznella regione 17921, risultavano
associati allasma, all'atopia ed ai livelli sierdi IgE totali. Contrariamente ad altri dati di
letteratura, tra gli 8 SNPs risultati significatmante associati, I''s7216389 era debolmente
correlato alla patologia asmatica (Leung TF. 2009).

Nonostante numerose evidenze sperimentali dimostassociazione dell'SNP rs7216389
all’'asma, le frequenze alleliche di questo polinsono sono distribuite diversamente tra le
popolazioni. Ad esempio, l'allele T risulta I'aleelminore nelle popolazioni Europee, ma
I'allele C e considerato I'allele minore negli stsd popolazioni extra Europee.

Sulla base dei dati riportati in questo studiopegibile identificare un solo aplotifgo-T-

A (rs4795400-rs7216389-rs8076131), di “massimo reschra le 8 combinazioni di aplotipi
possibili nel caso dei tlecusbiallelici (2°) considerati.

L’analisi dell'aplotipo C-T-A, in un modello di regssione logistica multivariata analogo
al precedente, ha confermato che I'associazione lgomnite si mantiene statisticamente
significativa (P =0.0014) con un OR =1.73, 95% CRkR4-2.42, e che i trlvci genici
possono essere consideratiimkage disequilibrium

| tre polimorfismi si collocano all'interno di dugeni limitrofi, GSDML ed ORMDLS3,
localizzati nella regione 21 del cromosoma 17.NPSrs4795400 € quello che ha una
posizione piu centromerica e procedendo versotieraga telomeriche si localizzano gli altri
due SNP, I'rs7216389 e I''s8076131, come mostrafgyura 15.

—= 38060848 — 22074902 —P 32077206 28023854 —»
N — I 1 i 5
GSDMB ORMDL3
e TR R rs8076131
rsd795400

Figura 15. Organizzazione genomica di GSDML e ORMI2Localizzazione degli SNPs.
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Soltanto uno studio di associazione genica effeitgalla popolazione Danese ha valutato
I'associazione del’'SNP rs7216389 con la rinitedati finali perd, non associano in modo
significativo il polimorfismo al rischio di rinite di eczema, né alla sensibilizzazione allergica
individuale (Bisgaard H., Bgnnelykke K. 2010Alcune varianti allinterno delocus
17912-g21 risultano piuttosto associate al rischio wheezingricorrente, allasma e
all'iperresponsivita bronchiale, sia in soggetteta infantile che in eta scolare.

Il ruolo biologico e il coinvolgimento funzionalei MORMDL3 nelle allergopatie
respiratorie resta ancora da definire.

Un gruppo di ricerca giapponese ha dimostrato chspilessione di ORMDL3 in
fibroblasti polmonari normali & fortemente indottell'acido Polinosinico-Policitidilico, che
fa parte dei pattern associati agli agenti micriopatogeni. Queste indicazioni suggeriscono
che ORMDL3 potrebbe svolgere un ruolo importantdangifesa contro le infezioni virali
respiratorie (Hirota T. 2008).

I gene ORMDL3 codifica per la proteina trans meamar ORMDL3, localizzata nel
reticolo endoplasmatico (RE) (Hjelmqvist L. 2002pi& volte associata ai meccanismi di
traffico intracellulare e diolding proteico (Patil C. Walter P. 2001) (Hirota et2008).

ORMDL3 e ampiamente espressa in diversi tessutictliaquello cardiaco, cerebrale,
polmonare, epatico, renale e muscolare. Tuttaviaeili piu elevati di proteina, sono stati
ritrovati in cellule coinvolte nella risposta infiematoria (Hjelmqvist L. 2002, Moffatt MF.
2007).

Recentemente, e stato definito piu in dettaglioydlo biologico della proteina ORMDL3
ed i possibili meccanismi molecolari che la comelalle patologie inflammatorie. Sebbene
ORMDL3 sia coinvolta nei meccanismi dolding proteico, questa proteina potrebbe
modulare nel reticolo le vie di trasduzione delrsdg C&" dipendenti e partecipare alla
risposta UPRWnfolded Protein Response

Tale spiegazione potrebbe essere alla base deiamsou patofisiologici che conducono
all'inflammazione cronica e quindi allasma.

Nelle patologie cronico-infiammatorie come I'asméatti, i linfociti T svolgono il duplice
ruolo di iniziatori e di mediatori della risposta#iammatoria; la dimostrazione che la proteina
ORMDLS3 sia attivamente coinvolta nel’omeostasi Gef* e nella risposta UPR in cellule T
umane, potrebbe spiegare l'associazione piu vaftertata in letteratura tra ORMDL3 e

'asma bronchiale (Cantero-Recasens G. 2010).
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Le alterazioni nel ripiegamento delle proteine o linelli di Ca®* presenti nel reticolo
endoplasmatico infatti, causano la risposta UPRpracesso considerato induttore endogeno
di inflammazione (Bertolotti A. 2000).

La comprensione del ruolo di alcuni fattori genetitella risposta UPR, risulta
particolarmente rilevante nelle malattie cronichiammatorie come I'asma. ORMDL3 € un
fattore di rischio associato all'asma ed alterankwmstasi del calcio mediata dal reticolo,
facilitando quindi, la risposta UPR. L’espressiom¢erologa di proteine ORMDL3
transmembrana nel RE, aumenta i livelli di*Caitosolici e riduce nel RE ikignaling
mediato dal CZ. Tale effetto si reverte inducendo la co-espresidi ORMDL3 e della
pompa C& (SERCA), presente nel reticolo sarcoplasmaticautiento di espressione di
ORMDL3 inoltre, promuove lattivazione di molecold trasduzione del segnale della
risposta UPR e di numerosi geni targetknbck-downcon siRNA di ORMDL3 endogeno
invece, potenzia il rilascio di adal RE e diminuisce la risposta UPR (Cantero-Reta&e
2010). Gli autori quindi, sviluppano un modello @edo cui ORMDL3 lega ed inibisce la
pompa SERCA, riducendo la concentrazione di*@al reticolo ed aumentando la risposta
UPR; tale meccanismo molecolare potrebbe essadatie dell’associazione di ORMDL3
con le patologie infammatorie.

In conclusione, sebbene ORMDL3 sia stato ripetutdeneassociato a patologie
inflammatorie come l'asma o a numerose malattieniche intestinali come il morbo di
Crohn, saranno necessari ulteriori studi per datme& comprendere i meccanismi cellulari e

molecolari che conducono alla patofisiologia deti@attie proinfiammatorie.
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Analisi della variante A313G del gene GSTP1

Parallelamente allscreeningdella regione 17921, sullo stesso campione € sftdtuata
un’analisi di genotipizzazione per il polimorfismA313G del gene GSTP1, mediante
SnapShoot Multiplex SystdBI, Foster City, CA).

E’ stato dimostrato che 'omeostasi delle vie agregolata dall’attivita enzimatica delle
GSTs, e un fattore chiave in soggetti affetti daasevera.

Le proteine GSTs infatti, svolgono un ruolo crieiaella difesa antiossidante, sono
essenziali per 'omeostasi del glutatione (Hayes MzLellan LI. 1999) e per la protezione
cellulare dai prodotti dello stress ossidativo (e&yD. 2005, Yin Z. 2000).

Le GSTs appartengono ad una superfamiglia di endinfése Il, altamente espressi nel
tessuto polmonare, piu volte associate alla paegjedell’asma, alla difesa ossidativa, al
metabolismo degli xenobiotici ed alla detossifioaa cellulare degli idroperossidi (Strange
RC. 2001).

Le varianti funzionali della GSTP1, tra cui I'r'sEB0A313G), sono state associate all'asma
bronchiale in alcuni studi (Aynacioglu AS. 2004,mfexr L. 2004), ma non tutti i dati di
letteratura correlano significativamente tale vaeacon la patologia asmatica (Brasch-
Andersen C. 2004, Mak JC. 2007).

La sostituzione Iso105Val di GSTP1, cosi come iaigo null di GSTM1, sono state
entrambe considerate sia protettive (Aynacioglu 2@4), che fattori di rischio (Tamer L.
2004) in studi di associazione all’'asma.

L'inconsistenza di tali dati di letteratura potrebbvere diverse spiegazioni, incluse le
differenze nella storia e nella patogenesi dellassia in eta infantile che in eta adulta, gli
effetti combinati di altre varianti note di GSTPia snella regione codificante che nel
promotore, o ancora la co-presenza di variantinpaifiche funzionali, in altri enzimi della
famiglia GSTs (Kamada F. 2007).

Ad ogni modo, la stretta relazione tra i geni coitivnella difesa agli agenti ossidanti, allo
stress ossidativo e l'asma, € supportata da numeswoglenze di interazione tra i geni
implicati nella difesa ai fattori ambientali e latpgenesi dell’asma bronchiale (London SJ.
2007).

La variante 313 A>G infatti, &€ stata oggetto di lewosi studi di associazione e considerata
un fattore di rischio per I'insorgenza dell’asmayfacioglu AS. 2004). Il polimorfismo 313
A>G e localizzato nell’esone 5 del gene GSP1, erdeha la sostituzione di un’isoleucina
con una valina nel codone 105 della proteina. Istitszione 1104V, risulta in una sostanziale
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riduzione dell’attivita catalitica dell’enzima echas diminuita capacita di detossificazione.
Il residuo 104 infatti, si trova all'interno deltsiH, un dominio catalitico dell’enzima,
essenziale nell’interazione della GSTP1 con i sabstlettrofili (Ji X. 1999).

Il dato maggiormente interessante, emerso da usamaeliminare di associazione di
guesto polimorfismo con i fenotipi oggetto di studie stata l'individuazione di una
correlazione tra i tre SNPs della regione 17921l pdlimorfismo A313G del gene GSTP1.

Dall'analisi di associazione mediante tabelle ditomyenza 2x2 € emerso che, quando il
campione di riferimento e prima suddiviso in fumaadei genotipi di GSTP1 (AA, AG, GG),
'associazione dei tre SNPs nella regione 17921 korrinite, rimane statisticamente
significativa, solo quando la sottoclasse di rifegnto per GSTP1 presenta il genotipo AG (e
si perde invece quando il sottogruppo di riferincedtAA o GG).

La stessa associazione non casuale, si ripetedemtica modalita se si associano i tre
SNPs all’'asma bronchialagthma evgr Quindi, soltanto nella sottocategoria di soggett
cui e presente il genotipo AG per GSTP1, l'asmanbhn@le risulta significativamente
associata ai tre SNPs, conpavaluepari a 0,024 per I'rs4795400; P= 0,048 per I'r<92A9;
P=0,053 per I'rs8076131.

Questi dati di associazione, sebbene risultinoisstzimente significativi, sono stati
analizzati in un gruppo di soggetti numericamerggatto. La genotipizzazione del campione
per I''s1695 di GSTP1 infatti, & stata effettuatbbsu 828 soggetti (su 1100 totali).

Inoltre, per effettuare le analisi di associaziéngato necessario stratificare ulteriormente
il campione, suddividendolo in funzione del genotgli GSTP1 e dividendo ancora queste
sottoclassi per i genotipi di ciascun polimorfisgella regione 17921 (GSDML, ORMDL3).

Per tale ragione, se la stessa analisi di assooai ripete utilizzando il modello additivo
per GSTP1, in cui 'omozigote GG viene accorpatbetagrozigote AG (quindi AA vs
AG+GG), I'associazione degli rs4795400, rs7216388076131 con I'asma e con la rinite si
mantiene statisticamente significativa.

Nel modello non-additivo precedentemente riportathwece, l'unica associazione
significativa tra gli SNPs e I'asma o la rinite,adtiene quando il campione € stratificato in
funzione dell’eterozigote AG di GSTPL. In tal casfatti, la suddivisione del campione nella
sottoclasse GG, numericamente sottorappresensgieito AG o AA, determina la perdita di
associazione dei tre SNPs con le malattie respieato

Questi dati preliminari fanno supporre che, laspreza dell’allele G (rs1695) nel gene

GSTP1 potrebbe influenzare I'associazione dei MBsScon I'asma e con la rinite.
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Come documentato in letteratura, alcuni geni passmire da “modificatori” su altri geni
e variare il coefficiente di rischio di insorgerdiavarie patologie, come nel caso di GSTM1 e
GSTP1.

Indagini di popolazione piu ampie saranno necesgaat correlare la variante GSTP1 alle

patologie allergiche respiratorie oggetto di stuglimonfermare il dato epidemiologico.
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Conclusioni (1)

Riassumendo, i dati ottenuti dall'analisi di pomme effettuata, hanno fatto emergere
un’associazione fortemente significativa tra lateired i tre polimorfismi, localizzati nei geni
GSDML ed ORMDLS.

Piu precisamente, la presenza degli alleli C (r5409), T (rs7216389) e A (rs8076131)
sia in eterozigosi che in omozigosi, risulta undia di rischio per I'insorgenza della rinite.

Tale dato e stato ulteriormente validato e conféondall’analisi di associazione effettuata
considerando il “massimo rischio” possibile, ovverrta condizione in cui il soggetto eredita
l'intero aplotipo C-T-A.

Il presente studio di genetica di popolazione,ngjuadra all’interno di un progetto piu
ampio finalizzato al monitoraggio degli effetti tiamnbiente sulle patologie respiratorie, che
si avvale di un’analisi multiparametrica ed intsuiplinare effettuata da piu unita operative, e
commissionata dall’ente ARPA-Sicilia.

L’'analisi delle varianti genetiche comparate coprifilo fenotipico dei soggetti reclutati,
ha permesso di valutare la totalita dei dati cljrgenetici e fenotipici raccolti, con parametri
piu precisi e personalizzati e di correlare tuttiesti dati con il rischio di sviluppare
allergopatie respiratorie.

In questa prospettiva, lo studio integrato delbssgone ad agenti inquinanti o ad agenti
biologici sporo-pollinici, in rapporto alla valutane di indicatori genetici di maggiore
suscettibilita, costituisce un elemento di grandpartanza nell'area di intervento ambiente e
salute e rappresenta uno strumento utile alla prograzione di azioni mirate ed efficaci

sull'ambiente e di medicina preventiva e terapautic
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RISULTATI E DISCUSSIONE (II)

EFFETTI DI DEPS ED ALLERGENI IN CELLULE A549
Effetti dei DEPs e dell’estratto di Pj sulla vitalita cellulare

Gli effetti citotossici dei DEPs e dell’estrattoogeico diParietaria judaicasono stati
valutati mediante colorazione delle A549 doristal Violetto (come descritto in Materiali e
Metodi) dopo 24 e 48 ore di trattamento.

La curva di proliferazione mostrata in figura 16parta i dati relativi al trattamento delle
A549 con l'estratto proteico di Pj alle concentaamidi 50, 100, 250 e 500ug/ml. Come si
osserva dal grafico, nessuna delle dosi consideeate effetto tossico sulle A549 dopo 24 e
48 ore di trattamento. Si evidenzia inoltre, chedacentrazione piu alta di estratto proteico
(500 g/ml), induce un aumento della proliferazidneirca il 25% nelle A549 trattate rispetto
al controllo dopo 24 ore di trattamento, e di citcd% dopo 48 ore.

In figura 16B é riportata la curva di crescita deA549 trattate con SRM1975 alle
concentrazioni di 1, 10, 20 e 40 pg/ml. In accardo i dati presenti in letteratura (Calcabrini
A. 2004), dosi elevate di DEPs (40upg/ml) risultatossiche per le cellule epiteliali, e
riducono la vitalita cellulare rispetto al contmwldi circa il 40% gia dopo 24 ore di
trattamento, e di quasi il 60% dopo 48 ore.
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Figura 16. Curva dose-risposta delle A549 trattatedosi crescenti di
SRM1975 (A) ed estratto proteico di Parietaria jcaddB) per 24 e 48 ore. 70



Sulla base dei risultati descritti, la dose di DHiBsata ed utilizzata per gli esperimenti
successivi sara pari a 20pg/ml, per un tempo tatreento non superiore alle 24 ore. Le dosi
di estratto proteico di Pj scelte per i trattameirtigoli e combinati, saranno rispettivamente
pari a 500 e 250 pg/mPer la valutazione degli effetti combinati del paotato aereo e del
polline in cellule di epitelio bronchiale umano,ttiugli esperimenti successivi saranno
effettuati pre-incubando le A549 per 24 ore condf di SRM1975 in RPMI all'l% FBS, e
successivamente trattando le cellule per 24 o 48on estratto proteico di Pj in assenza di
siero, alle dosi di 500 e 250 pg/ml.

Effetti dei DEPs e degli allergeni di Parietaria subh permeabilita epiteliale

Analisi del citoscheletro

In molti studiin vitro & stato dimostrato che DEPs ed allergeni riesa@mmenetrare
attraverso il monostrato epiteliale e che l'inabeed di concentrazioni elevate di materiale
particolato pud alterare le funzioni respiratoridl’'nomo. Il monostrato epiteliale é infatti
un’'importante barriera strutturale e funzionalee ghrotegge il sistema respiratorio dagli
inquinanti aerei di varia natura.

| dati preliminari del presente progetto, hannadab I'ipotesi secondo cui, I'esposizione
combinata ad allergeni e DEPs aumenta la permiat#l monostrato cellulare e favorisce il
passaggio di sostanze attraverso I'epitelio regpia

Le analisi di immunocitochimica, mediante marcataed citoscheletro di actina con
falloidina-rodaminata hanno evidenziato, modificai morfologiche nelle A549 dopo
trattamento combinato con SRM1975 ed estratto jgath polline.

Nelle immagini di microscopia a fluorescenza riptetin figura 17 si osserva infatti una
riorganizzazione dei filamenti di actina, la fessiione del monostrato epiteliale e la perdita
delle interazioni cellula-cellula.

In dettaglio, nel pannello di immagini € rappresgot in A il controllo (A549 in
diclorometano e terreno al 2% FBS per 24 ore); i@ 8 sono riportati i singoli trattamenti
con la dose massima di estratto proteico di Pj |{s0®l) (B) e con 'SRM1975 alla
concentrazione di 20ug/ml (C) per 24 ore; in D edoBo mostrati i trattamenti combinati
effettuati sulle A549 pre-trattate con 'SRM197&alose 20ug/ml e con I'estratto proteico di
polline alle concentrazioni di 250ug/ml (D) e dd0pLg/ml (E).
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Figura 17. Analisi morfologica delle A549 medianmtarcatura dei filamenti del citoscheletro di acttoa
falloidina-rodaminata. Acquisizione delle immagahimicroscopio confocale con ingrandimento 60x.

Sulla base dei dati riportati, dopo 24 ore di &naento si osserva che, in (A) e (B) viene
mantenuta lintegrita del monostrato e la morfodogilassica delle cellule epiteliali in
adesione. Il singolo trattamento con I'estrattotg@icm di Parietaria (B) infatti, non altera la
morfologia delle A549 che risultano paragonabilicahtrollo (A). In (C) si osserva che
I'effetto singolo del trattamento con DEPs, deteéranuna lieve fessurazione del monostrato
epiteliale. Il risultato € accentuato nei doppttarenti (D ed E), in cui la presenza di ampi
spazi tra le cellule, favorisce $preadingdelle A549.La combinazione di allergeni e miscele
di DEPs potrebbe quindi esercitare un’azione sinari cellule di epitelio polmonare.

E’ stato dimostrato che, tali sostanze, aderiscalt@ superficie epiteliale e vengono
internalizzate dalle cellule.

Numerosi dati di letteratura evidenziano che, lesspione delle A549 al particolato fine
(PM5) determina cambiamenti morfologici e funzionalicellule di epitelio polmonare. La
linea cellulare A549 e considerata un buon modslktudio per le interazioni tra le particelle
ambientali e la superficie epiteliale delle vieese(Don Porto Carero A. 2001); tuttavia, i
problemi connessi al fenotipo maligno delle A548gmno essere superati assumendo che, gli
effetti avversi causati dall'esposizione al paiftito ambientale, avrebbero implicazioni piu
severe in individui maggiormente suscettibili (OICA. 2003), come ad esempio in soggetti
affetti da neoplasia polmonare.

In cellule di epitelio polmonare, il particolatoné, altera la superficie cellulare ed il

monostrato epiteliale, determina cambiamenti makafologia cellulare, causa il distacco e la
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retrazione delle cellule, che assumono una morial@ju tondeggiante, soprattutto dopo
esposizioni prolungate.

Le particelle che aderiscono alla superficie calelsembrano seguire la contrazione dei
corpi cellulari e concentrasi in aggregati sullpesticie cellulare. Il materiale amorfo (BN
infatti, € stato osservato all’interno di strutturacuolari nel citosol e prevalentemente in
prossimita dei filamenti del citoscheletro.

Tutte queste indicazioni suggeriscono che, gli ingnti ambientali aderiscono alla
superficie epiteliale e successivamente vengonernatizzati dalle cellule. Una volta
all'interno del citoplasma le particelle fini perb@ano I'organizzazione strutturale del
citoscheletro, inducendo modificazioni a livello éieamenti di actina e tubulina (Calcabrini
A. 2004). Tali elementi che caratterizzano la congmde “dinamica” del citoscheletro (i
filamenti intermedi ne rappresentano la componésteutturale”), sono responsabili di
numerose funzioni cellulari.

| cambiamenti nell’organizzazione del citoschelgiotrebbero essere promossi da un gran
numero di fattori differenti, tra cui la presenzasgecie reattive dell’ossigeno citosoliche in
grado di agire come secondi messaggeri intracellethattivare vie di traduzione del segnale
(Calcabrini A. 2004).

Le modalita con cui il particolato fine possa mamife I'architettuta citoscheletrica,
tuttavia, rimangono ancora da definire.

Dai dati riportati in letteratura emerge che, iloscheletro € iltarget principale delle
particelle ambientali inalate, inclusi gli allerggmllinici.

L'attivita diretta o indiretta delle peptidasi dablline infatti, distrugge I¢ight junctionse
favorisce il passaggio di allergeni e di altre anse attraverso I'epitelio respiratorio
(Runswick S. 2007).

In un altro sisteman vitro costituito da cellule endoteliali di microvascoia polmonare
(HMVEC-L) e stato osservato che, I'esposizione @&u2Bml di estratto proteico di Pj,
determina un riarrangiamento dei filamenti di a&te la diminuizione delle fibre da stress
presenti nel citoplasma. Il trattamento con I'estrgpollinico, induce nelle HMVEC-L,
cambiamenti nella morfologia cellulare e nell'intiédy del monostrato endoteliale, la perdita
dei contatti cellula-cellula, ed il conseguente anto della permeabilit@ vitro.

Gli stessi autori, hanno osservato che gli effdél polline riportati sulle HMVEC-L,
risultano reversibili dopo incubazione con inibitdr proteasi (pepstatina, EDTA e bestatina),
confermando quindi, I'azione specifica delle preteael polline di Pj sull’endotelio

respiratorio (Taverna S. 2008).
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L’'azione citotossica combinata di inquinanti amitédine proteine del polline determina
quindi, modificazioni morfologiche in cellule brdmeli, che potrebbero essere collegate ad
alterazioni funzionali ed all’attivazione di vie tliasduzione del segnale in risposta alle

particelle inalate.

Effetti dei DEPs e del polline sull’espressione del-caderina

Valutazione dell’espressione genica e dei liveilipdoteina totali

L’'analisi delle modificazioni delle interazioni della-cellula in cellule epiteliali bronchiali,
in risposta all’esposizione agli inquinanti ambadit potrebbe dipendere dalla variazione
della localizzazione di specifiche molecole di aoles che regolano la coesione cellulare,
cosi come la permeabilita a ioni e macromolecole.

L’E-caderina ad esempio, € una molecola di riconos¢onemi adesione cellulare calcio
dipendente, localizzata a livello della membrargsplatica, espressa nei tessuti epiteliali e
coinvolta nelle interazioni cellula-cellula carats¢éiche delle giunzioni aderenti.

Alcune proteine citoplasmatiche, comeauee -catenine, legano il dominio citoplasmatico
dellE-caderina (Reynolds AB. 1994), formando ummpdesso sulla membrana plasmatica,
essenziale per l'adesione cellula-cellula (Nagafush 1994). Inoltre, le molecole di E-
caderina, legano i filamenti di actina del citodetre e tale interazione risulta importante
nell’assemblaggio delle giunzioni aderenti.

L’E -caderina quindi, svolge un ruolo nella rispostdaino cellulare e nei meccanismi di
riparazione delle cellule epiteliali polmonari,ratterso il controllo dell’architettura tissutale
ed il mantenimento dell'integrita strutturale.

| dati precedentemente riportati, evidenziano affieni nell'integrita della barriera
epiteliale dopo trattamento con le particelle imguiti € con il polline.

Sulla base di queste indicazioni sperimentali, setati valutati nelle A549, i livelli di E
caderina presenti (MRNA e proteina), dopo trattdamenn DEPs ed estratto di proteine del
polline di Pj. Come mostrato in figura 18, I'esmiesie del mMRNA per I'E-caderina, ottenuta
dalle analisi di Real Time PCR, € influenzata dapmlo trattamento con SRM1975 ed
estrattoproteico di polline. Dopo 24 ore di trattamento dardose di 20pug/ml di SRM1975
I'E-caderina risulta gi@lownregolata rispetto al controllo (CDM). Il trattamiercombinato
con 20pg/ml di SRM1975 e 250 o 500ug/ml di estrattopolline induce un’ulteriore

decremento dei livelli di messaggero per I'E-caukeriin modo dose dipendente. Gli stessi
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risultati sono stati ottenuti incubando le cellotn 'estratto proteico di Pj per 6 ore e per 12

ore (dati non mostrati).

1.27

{1 B CDM
0.81 B 20pg/ml SRM

S o6 @ 20pg/ml SRM + 250 pg/ml Pj

0.41 [ 20pg/ml SRM + 500 pg/ml Pj
0.2 -

O -

24h

Figura 18. Espressione genica dell’E-caderina liuleeA549 trattate per 24 ore.
| dati sono espressi come media + deviazione stdnda

Le successive analisi @vestern bloteffettuate su estratti proteici totali di A549,nha
confermato la diminuzione di espressione proteiediEicaderina (figura 19). Nella prima
lane e riportato il controllo delle A549 (CDM); nelleesondalane le A549 sono state
mantenute 24 ore in presenza del singolo trattaoneort 500 g/ml di estratto proteico di Pj;
nelle ultime dudane sono riportati i doppi trattamenti con SRM1975 e @&0ug/ml (terza
lane) e 500 g/ml (quartane) di proteine di Pj.

Nelle ultime due condizioni si osserva una ridugiamell’espressione dell’'E-caderina,
maggiore del 20%. In figura 19B é riportata I'asatiensitometrica, espressa in termini di
percentuale rispetto al controllo di caricamerfiea¢tina) e normalizzata rispetto al CDM,

considerato come 100%.
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Figura 19. Analisi di western blot dell’ E-caderimaA549 trattate. Controllo doading B-actina (A).
Analisi quantitativa del’E-caderina normalizzatspetto laB-actina (B). 75



| dati ottenuti dimostrano che, I'espressione &etladerina nelle A549 trattate é
influenzata prevalentemente dall’effetto del tnagt@to coi DEPs. Sebbene i livelli di
messaggero diminuiscano in modo dose dipendentgatEmenti combinati con SRM1975
ed estratto di polline, I'espressione proteica ’Bethderina sembra quasi esclusivamente
dipendente dal trattamento con SRM1975. Ulterigpegimenti saranno necessari per
confermare la diminuzione di espressione dell’'Eecadh su estratti proteici di membrana e
citoplasmatici delle A549, trattate con DEPs e @ire del polline.

Studi precedenti effettuati sulle A549, hanno ditrais in vitro il distacco delle cellule
epiteliali dal substrato in seguito al trattameotm estratto proteico di Pj. Una delle ipotesi
piu accreditate attribuisce tale effetto alla pnesedi proteasi del polline di Parietaria, ed in
particolare alla peptidasi-Pj, coinvolta nella detazione proteolitica di molecole di adesione
essenziali per le interazioni tra le cellule e [petegrita del monostrato. In cellule di epitelio
bronchiale, e stata osservata infatti, una notestletgadazione dell'occludinéght-junction,
associata ad un effetto proteolitico anche sulBHerina @dherens-junction La
degradazione dell’E-caderina risulta minore rigpettquella dell'occludina, probabilmente
perche le giunzioni aderenti sono strutturalmeotalizzate dietro le giunzioni strette e sono
pertanto meno accessibili agli effetti proteolitiCiortes L. 2006).

Parallelamente, gli studi sugli effetti degli inganti ambientali hanno dimostrato che, il
danno epiteliale indotto dal fumo di tabacco, datea variazioni nell'espressione e nella
localizzazione dell’E-caderina. In cellule epitBliGAECS) esposte ad estratto di fumo di
sigaretta (CSE) e stato osservato che, il trattéaneon basse dosi di CSE diminuisce
'espressione dell’'E-caderina a livello della memarta plasmatica, e determina invece un
aumento della proteina nel citoplasma (Wang X. 2000

Tra le numerose fonti di inquinanti ambientali, AHs, sono i principali costituenti sia
degli scarichi provenienti dagli autoveicoli a bigraze diesel, che dei prodotti derivanti dalla
combustione del condensato di fumo di sigarettad™S. 2008, Kawanaka Y. 2007).

DEPs e CSE pertanto, hanno alcune componenti dmarteoattive comuni e gli effetti
biologici da essi indotti, sSpesso si sovrappongono.

| dati di letteratura confermano quindi, gli effettegli inquinanti ambientali sulla
variazione dell’'espressione di molecole di adesionportanti per il mantenimento delle

interazioni cellula-cellula e per le funzionalitélld barriera epiteliale.
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Analisi di immunofluorescenza

Gli esperimenti di immunofluorescenza effettuatilesuA549, hanno evidenziato la
delocalizzazione dellE-caderina, dopo trattameotonbinato di 24 ore con 20ug/ml di
SRM1975 e con 250ug/ml di estratto proteico di ipell In figura 20 si osserva
rispettivamente, nel controllo (A) e nel singolattamento con la dose 250ug/ml di proteine
del polline (C), la localizzazione dell’E-caderiadivello della membrana cellulare; la perdita
di questa localizzazione comincia ad essere apabbdezgia nel singolo trattamento con
20pg/ml dell’estratto diesel SRM1975 (B) e raggenbeffetto massimo nel doppio
trattamento con DEPs e 250ug/ml di estratto dinpeiD).

Nei trattamenti combinati con SRM1975 ed estrattotgico di polline di Pj quindi, la
perdita dellE-caderina dalla membrana cellulardegeina una rilocalizzazione della
molecola nello spazio intracellulare.

Tale effetto e stato recentemente confermato aimchellule endoteliali esposte ai DEPs,
in cui e stata osservata la perdita di localizzzzialella VE-caderina dalla membrana
plasmatica. Alla massima concentrazione di DEPs$ g@dO0ug/ml, la VE-caderina non é
presente nelle giunzioni aderenti e risulta quaisiltente localizzata a livello intracellulare
(Chao MW. 2010).

A B
C D
Figura 20. Immunofluorescenza dell’E-caderina ittuée A549. Acquisizione
delle immagini al microscopio confocale con ingriamehto 60x.
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Effetti dei DEPs e dell’'estratto di Parietaria sullalocalizzazione della
p-catenina

Analisi di immunofluorescenza

La coda intracellulare dell’E-caderina si lega dllaatenina sul versante citoplasmatico
della membrana cellulare, formando un complesseraaalcatenina, che ancora I'E-caderina
ai filamenti del citoscheletro. La localizzazionelld p-catenina regola i meccanismi di
proliferazione cellulare e di inibizione da contatin cellule a confluenza e legata all'E-
caderina e si localizza a livello della membranaspiatica, quando la densita cellulare
aumenta, lap-catenina si dissocia dal complesso con I'E-cademn trasloca a livello
subcellulare o nucleare (Dietrich C. 2002).

La perdita di localizzazione dell’E-caderina, hameoconseguenza il distacco defla
catenina dalla membrana plasmatica e la trasloecazdivello citoplasmatico o nucleare.

La B-catenina nel nucleo, lega i fattori di trascri2#onEF {ymphoid enhancer factpre
TCF (T-cell facto) inducendo un aumento nell’espressione dei garget inclusi quelli
coinvolti nell’attivazione dei linfociti T (Huang HHe X. 2008), (Qiang YW., Rudikoff S.
2004).

La traslocazione dellp-catenina & stata osservata sulle A549 trattatdjante analisi di
immunofluorescenza. In figura 21 sono riportateinenagini acquisite al microscopio a
fluorescenza in cui si osserva che nel controlldMJ[®) e nel trattamento singolo con la dose
di 500ug/ml di estratto di Pj (B), I8-catenina e localizzata a livello della membrana
cellulare. Nel trattamento singolo con 20pug/ml &HR3 (C), ed in quello combinato con DEPs
ed estratto proteico di polline di Pj alle dospattivamente di 250ug/ml e 500ug/ml (D, E),
la proteina perde la sua localizzazione di membrasalocalizza a livello periplasmatico e

citoplasmatico.
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Figura 21. Immunofluorescenza ddbaatenina in cellule A549. Acquisizione
delle immagini al microscopio confocale con ingriamghto 60Xx.

| risultati ottenuti sono in accordo con i dati geati in letteratura; in uno studio effettuato
sulle A549 e stato infatti osservato che il tragamo con CSEdfgarette smoke extract
promuove I'accumulo dB-catenina a livello nucleare e citoplasmatico,aatrso I'inibizione
della GSK3® (Glycogen synthase kinase 3Bhetha GSK3P nello stato attivo infatti, &
responsabile della degradazione dpizatenina attraverso il proteasoma (Tian D. 2009).

De Boer e collaboratori hanno dimostrato che, Ffesgione di E-caderina e @icatenina
in soggetti affetti da asma allergica, risulta gigativamente inferiore rispetto ai controlli
non asmatici. | livelli minori dia-catenina osservati inoltre, sono risultati invereate
correlati ai valori di eosinofili presenti nell’dplio. Le analisi di immunoistochimica
effettuate sugli stessi campioni, hanno anche evidéo la presenza ¢-catenina a livello
nucleare, in accordo col suo ruolo di fattore dstrizione (de Boer WI. 2008).

La traslocazione dellap-catenina al nucleo e [lattivazione dedignaling pB-
catenina/TCF/LEFs in cellule di epitelio bronchjatesulta quindi correlata ai processi di
riparazione dell’epitelio in risposta agli inquinamsterni e ai meccanismi inflammatori

scatenati dalle reazioni allergiche (Zhu M. 2007).

Effetti dei DEPs e delle proteine di Parietaria sullanaotilita delle A549

Wound healing assay

Il imodellamento del citoscheletro osservato neglerimenti precedenti, e strettamente

legato ai meccanismi di adesione tra le cellulelka loro capacita motili, essenziali sia nei
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processi fisiologici che in quelli patologici. A @sto proposito, per valutare variazioni nella
motilita cellulare delle A549 dopo trattamento dBPs ed estratto di Parietaria, sono stati
effettuati saggi divound healinge di motilita con camera di Boyden.

Gli esperimenti dwound healinghanno dimostrato la minore capacita motile deltet®\
nei trattamenti combinati, evidenziando un effelitibizione dose dipendente della motilita
cellulare, gia apprezzabile dopo 24 ore di codratinto con DEPs e proteine del polline, e

maggiormente evidenziabile dopo 48 ore.

CTRL 20 SRM 500 PAR 204250 20+500

0 h

T

T=24 h

T=48 h

Figura 22. Wound healing assay su A549 trattateSiM1975 ed estratto di proteine del polline di Pj.

Come si nota dal pannello di foto riportato in figw22, le A549 non trattate riparano
completamente il taglio effettuato sul monostratopo 48 ore dallescratch Nei singoli
trattamenti con 20pug/ml di SRM1975 e 500ug/ml drag proteico di polline, si osserva
un’inibizione della motilita cellulare rispetto abntrollo, dopo 24 e 48 ore. L'effetto dei
trattamenti combinati determina un’inibizione datfetilita cellulare in modo dose e tempo
dipendente. Le cellule risultano quasi completamantbite nel doppio trattamento con
20pg/ml di SRM1975 e 500pg/ml di proteine di Pj.

La ridotta capacita delle A549 di riparare la fatiin vitro, dopo trattamento con
particelle diesel ed estratto proteico di Pariatazonferma la perdita dell'integrita epiteliale e
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delle regolari funzioni cellulari ed é indicativa uh danno all’epitelio causato dal contatto
con gli inquinanti.

Studi effettuati da Doornaert e collaboratori harevadenziato che, il trattamento con
DEPs ha un effetto negativo sull'adesione e sudizacita di riparare Iscratchin cellule di
epitelio bronchiale umano (HBE). L’esposizione aEM3 infatti, altera il legame tra i
filamenti di actina del citoscheletro e la matredracellulare, determinando una riduzione
nell'espressione di molecole di adesione (integuifg, e CD44), e riducendo in modo dose
dipendente la motilita cellulare nei saggindiund healingDoornaert B. 2003).

La minore capacita motile delle cellule epiteliadiservata nel saggio diound healingé
probabilmente il risultato sia della riduzione defiroliferazione cellulare indotta dai DEPs,
che di variazioni nella composizione della matredracellulare, in cui sono coinvolte le
metalloproteasi di matrice (MMP).

| dati di letteratura riportano che, altre partfieelinquinanti tra cui l'arsenico,
prevalentemente assunto per inalazione o ingestotareneggiano le funzioni della barriera
epiteliale. L'inibizione della capacita di rimargire la lesione, in cellule epiteliali bronchiali
(16HBE140-) trattate con dosi crescenti di arsenécstata correlata ad una riduzione dello
spreading e della migrazione cellulare. Tale effetto e tstd inoltre, dipendente
dallaumento di espressione e di attivita della MBIPuna proteasi importante nella
regolazione delle funzioni polmonari (Olsen CE. 00

Saggio di motilita con camera di Boyden

Le osservazioni morfologiche dei saggi @iound healing sono state parzialmente
confermate dagli esperimenti di motilita cellulasn camera dBoyden

Dopo 6 ore di incubazione, e stata effettuata latacalelle cellule migrate attraverso la
membrana di policarbonato. | dati ottenuti, hanwdenziato una diminuzione della motilita
delle A549 pre-trattate con 20pg/ml di SRM1975 e 260 e 500 g/ml di estratto di polline,
di circa il 60% rispetto al controllo. Nel grafiamostrato in figura 23A, € calcolata la
percentuale di A549 migrate rispetto al controdM). In figura 23B e C sono mostrate le
immagini della membrana di policarbonato utilizzagémli esperimenti con cameraRbyden
dopo colorazione co@ristal Violetta Si osserva che, la migrazione delle A549 attiswver

pori della membrana, € notevolemente piu abbondaatecontrollo (B) rispetto al doppio
trattamento con 20pg/ml di SRM1975 e con 500ugirekttatto di Pj (C).
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Figura 23. Saggio di matilita cellulare effettuatin camera di Boyden in cellule A549.
(A) Percentuale di cellule migrate rispetto al colb. | dati sono espressi come media = deviazgtaaedard. *** P<0.001.
(B) Ingrandimento 40x delle A549 migrate nel cofitr, (C) dopo trattamento con 20pg/ml di SRM e |5§0nl di Pj.

In questo caso, I'ettetto principale sulla capacmatile delle cellule epitelial € attribuibile
al trattamento con la miscela di DEPs. L'estrattqbteine del polline a concentrazioni
crescenti (250 e 500ug/ml) infatti, non inibiscentagrazione delle A549 in modo dose
dipendente.

Il risultato ottenuto dagli esperimenti di motilidon camera di Boyden non risulta
perfettamente in accordo con i saggiwdbound healingmostrati precedentemente. Negli
esperimenti diwound healinginfatti, oltre alle capacita motili delle cellukpiteliali, sono
coinvolti anche i meccanismi di adesione delleutellal substrato che, come dimostrato
precedentemente, risultano importanti nella rispaitlle cellule epiteliali ai danni indotti
dagli inquinanti aerei. Un’altra possibile spiegag potrebbe essere correlata alla necessita
di tempi di osservazione diversi nei due saggi. tedo delwound healing gli effetti di
richiusura del taglio sono apprezzabili dopo 28ere di trattamento, mentre, per i saggi di
motilita € necessario un tempo di incubazione pievé (6 ore) per escludere che la
migrazione delle A549 sia dipendente esclusivaméalieeffetto del chemoattrattante.

Tali spiegazioni potrebbero essere alla base dkflerepanze osservate, in risposta ai
trattamenti combinati con estratto diesel e prateiel polline di Parietaria.
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Aumento di mediatori solubili e di molecole di adasne coinvolte nella

risposta immunologico-inflammatoria

Espressione genica dell’interleuchina-8

Come gia dimostrato, DEPs ed allergeni dannegglapitelio bronchiale e le ciglia,
limitando gli effetti protettivi della barriera dpliale. Le particelle che attraversano |l
monostrato epiteliale entrano facilmente in coota&ibn le cellule del sistema immunitario
stimolando la sintesi di citochine e chemochinéamimatorie, sia in cellule epiteliali che in
cellule circolanti.

L'espressione di mediatori pro-inflammatori indotlai DEPs, & controllata da vie di
trasduzione del segnale che attivano fattori dsctiaione come AP-1 e NFkB. Numerosi
studi supportano lipotesi che i DEPs, promuovonameccanismi di inflammazione
polmonare attraverso la via delle MAP-chinasitika@zione di AP-1 ed NFkB, inducendo la
sintesi ed il rilascio di mediatori pro-inflammaitata parte dell’epitelio respiratorio. Tra
guesti mediatori € presente l'interleuchina-8, wrtepte attivatore dei neutrofili con effetti
chemotattici, spesso utilizzata come marcatoreofiob dei meccanismi infiammatori
polmonari indotti da contaminati ambientali.

L'espressione di IL-8 risulta positivamente modalatopo trattamento combinato con
20pg/ml di SRM1975 per 24 ore e con estratto protdi Parietaria judaica per 12 e 24 ore.

Come si osserva dal grafico, i livelli di messaggeell'IL-8 non aumentano dopo 6 ore di
trattamento combinato.

| dati di Real Time PCR in figura 24, mostrano umanto dellRNA messaggero di IL-8
gia dopo 12 ore trattamento combinato con 20ugiBRM1975 ed estratto proteico di Pj e

lo stesso effetto si ottiene anche dopo 24 oreatteimento.
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Figura 24. Espressione genica di IL8 nelle A54&adta con SRM1975 ed estratto proteico di Pj.
| dati sono espressi come media + deviazione stdnt& P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05. 83



L’effetto osservato risulta dose dipendente ed ewvzih un’azione sinergica del doppio
trattamento con SRM1975 ed estratto proteico deRata.

| DEPs e le miscele di DEPs-PAH3qlyaromatic Hydrocarbornsagiscono in sinergia con
gli allergeni, aumentando la produzione di IgE dpee e di citochine Th2 (Diaz Sanchez D.
1997).

Fahy e collaboratori hanno dimostrato che l'azisimergica del trattamento con DEPs e
con l'allergene dell’acaro della polvere Der fle(matophagoides pteronyssinpusiduce la
secrezione di IL-8 in cellule mononucleate di sanpgariferico (PBMCs) di soggetti allergici.
Gli autori osservano inoltre un incremento di MCRrionocyte hemotactic prot@ire di
RANTES, dimostrando che gli effetti combinati di P&ed allergeni amplificano la risposta

inflammatoria locale ed il reclutamento degli eletneellulari infiammatori (Fahy O. 2000).

Aumento di espressione di ICAM-1

Gli esperimenti di PCR Real Time hanno dimostrate @ trattamento combinato con
DEPs ed allergeni, stimola I'espressione genicald8 in cellule epiteliali bronchiali.
L'aumento dei livelli di IL-8, € spesso associatifiraluzione di molecole di adesione
coinvolte nella risposta immunologico-inflammatoriera queste, ICAM-1 (CD54), e una
molecola di adesione appartenente alla superfaaniglile immunoglobuline, che svolge un
ruolo cruciale nella regolazione delle risposteammimatorie locali polmonari. Alti livelli di
ICAM-1 solubile, sono stati infatti ritrovati neleso e nei lavaggi broncoalveolari di molte
patologie inflammatorie polmonari, inclusa I'asma.

La regolazione di questa molecola di adesione pb&reessere correlata agli effetti
adiuvanti dei DEPs.

E’ noto che i DEPs, inducono I'attivazione del da&t di trascrizione NF-kB, coinvolto
nella regolazione dell’espressione genica dellfistechina-8. Il gene di ICAM-1 ha specifici
siti di legame per NF-kB, nella regione del prometd®ertanto € possibile che, 'aumento di
espressione genica dell'lL-8, a sua volta indo#iattivazione di NF-kB da parte dei DEPs,
possa essere coinvolta nefregolazione di ICAM-1 (Takizawa H. 2000).

Nelle A549 trattate con SRM1975 ed estratto proteicPj, si osserva un’aumento dose
dipendente dell’espressione di ICAM-1.

| dati di Real Time PCR riportati in figura 25, ni@»o un aumento del’RNA messaggero
di ICAM-1 dopo 12 e 24 ore di trattamento combinadm 20ug/ml di SRM1975 ed estratto
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di Pj. Come si nota dal grafico, il singolo tratemo con 20ug/ml di SRM1975 non influenza
i livelli di messaggero di ICAM-1 per nessuno d&npi considerati.

Analogamente a quanto dimostrato per I'interleuaf8nnon e apprezzabile un aumento di
ICAM-1 dopo 6 ore di trattamento, mentre, I'effetisservato nel doppio trattamento a 12 e

24 ore, evidenzia un’azione sinergica dei DEPs l&e deoteine del polline di Parietaria

judaica.
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Figura 25. Espressione genica di ICAM1 nelle AS48tate con SRM1975 ed estratto proteico di Pj.
| dati sono espressi come media + deviazione stdnda

Dati di letteratura riportano un aumento di espogss di ICAM-1 in soggetti affetti da
rinocongiuntivite e sensibilizzati alla Parietguaaica. Gli esperimenti effettuati su cellule di
epitelio nasale di pazienti allergici alla Pariegtgudaica, hanno dimostrato, I'incremento di
espressione di ICAM-1 nei periodi di massima seliw#azione pollinica. La valutazione
citologica della mucosa degli stessi soggetti, bafermato una notevole infiltrazione di
eosinofili, neutrofili e di cellule metacromatichei pazienti allergici, rispetto ad un gruppo di
volontari non allergici (Ciprandi G. 1994).

La molecola di adesione ICAM-1 svolge infatti urola importante nell’accumulo delle
cellule inflammatorie, inclusi i neutrofili, gli emofili e i linfociti T. Tosi e collaboratori
hanno dimostrato che I'adesione dei neutrofili abnwstrato epiteliale € regolata
dall'interazione specifica con ICAM-1 e che, iltteanento con l'anticorpo bloccante anti-
ICAM-1, impedisce il legame diretto dei neutroélie cellule epiteliali (Tosi MF. 1992).

ICAM-1 e coinvolta quindi, sia nella risposta agflimoli infammatori di natura allergica

che nei meccanismi gdignalingcellulare indotti dall'esposizione ai DEPs.
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Reclutamento di componenti cellulari pro-inflammataie

Saggqio di adesione dei PMN al monostrato epiteliale

Al fine di validare il ruolo biologico dell’overespssione di ICAM-1 e di IL-8 nel
reclutamento delle componenti cellulari infammatpsono stati effettuati saggi di adesione
dei polimorfonucleati al monostrato di A549 tragtabn DEPs ed estratto proteico di Pj.

In figura 26 si osserva che, il numero dei PMN elderiscono al monostrato epiteliale,
aumenta in misura contenuta nel caso dei singutaimenti, raggiungendo circa il 50% in piu

rispetto al controllo, nel doppio trattamento cd®MELO75 e 250ug/ml di polline.
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Figura 26. Saggio di adesione dei PMN al monostlaftb49.
| dati sono espressi come media + deviazione stdn#aP<0.01, * P<0.05.

Dopo tre ore di adesione, il trattamento combinada DEPs e proteine del polline di
Parietaria aumenta il numero di polimorfonucledes al monostrato epiteliale.

L’aumento dell’'adesione dei PMN al monostrato diaite, risulta correlato all’aumento di
espressione di ICAM-1 nelle A549 trattate. Anchevérespressione di interleuchina-8,
potrebbe aumentare significativamente la chemiotasseutrofili, basofili e linfociti T al sito
di flogosi.

Gli esperimenti di adesione dei polimorfonucle&MN) al monostrato di A549 trattate
con DEPs ed estratto pollinico, hanno confermattati di espressione genica ottenuti,
sottolineando il ruolo cruciale di IL-8 ed ICAM-ZXkla migrazione e nel reclutamento delle
componenti cellulari inflammatorie.

L’'adesione dei PMN alle cellule epiteliali umandlelevie aeree attraverso l'interazione
con la molecola ICAM-1 & un meccanismo importargéenpatologie respiratorie di natura
inflammatoria. In cellule epiteliali tracheali (TEEd 9HTEOo-) € stato dimostrato che,
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l'inibizione di ICAM-1 con un anticorpo monoclonaleduce di circa il 50% l'adesione dei
neutrofili al monostrato cellulare. Al contrari@ $timolazione con IL-1 o TNE; induce un
aumento nell’espressione di ICAM-1 di circddld, ed il conseguente aumento di adesione
dei PMN alle cellule epiteliali. Gli stessi autdévanno dimostrato, che anche l'inibizione di
specifiche glicoproteine di adesione espresse sulperficie dei PMN che interagiscono con
ICAM-1 (CD11a, CD11b, e CD18), determina una riduz dell'adesione dei neutrofili al
monostrato di cellule epiteliali (Tosi MF. 1992).

Taguchi e collaboratori hanno dimostrato in coltepételiali primarie, che I'adesione e la
trasmigrazione dei linfociti T e regolata dall'irkzione tra I'antigene LFA-1, espresso sulla
superficie delle cellule T, e la molecola ICAM-Xepente sulla superficie epiteliale (Taguchi
M. 1998).

L'overespressione di ICAM-1 sulla superficie epdkd apicale e la secrezione di ali
livelli di chemochina RANTES, facilitano la migrazie delle cellule infiammatorie
attraverso un gradiente chemiotattico epiteliala successiva adesione dei linfociti T alle
celluletarget

| patternscoinvolti nel reclutamento delle componenti infiatorie in cellule epiteliali
risultano finemente regolati. | dati riportati p@mp le basi per comprendere come questo
processo sia coordinato a livello immunologico,ratiptto in condizioni di risposta a stimoli

inflammatori allergici o ad inquinanti ambientali.
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Conclusioni (I1)

| risultati ottenuti confermano l'ipotesi seconda ¢ DEPs interagiscono con gli allergeni
aerodispersi, potenziando la risposta infammaitodatta dalla reazione allergica.

Gli esperimentiin vitro effettuati sulle A549 hanno infatti dimostrato chgi effetti
adiuvanti di tali particelle e delle proteine dalllme inducono variazioni morfologiche e
strutturali in cellule di epitelio bronchiale chéesano le funzioni protettive della barriera
epiteliale.

Il trattamento con DEPs e proteine di Parietarguae inoltre la delocalizzazione dell’E-
caderina, una molecole di adesione importante aatemimento dei contatti cellula-cellula. II
distacco delle giunzioni cellulari e la conseguedgcalizzazione dellp-catenina favorisce
'ingresso di sostanze attraverso I'epitelio edvathumerose vie di trasduzione del segnale
intracellulari coinvolte nei meccanismi infammator

Le modificazioni morfologiche e funzionali indottial trattamento combinato con DEPs
ed allergeni influenzano anche le capacita mogliedA549 e aumentano la secrezione di
mediatori inflammatori e citochine con effetti cheattici.

L’ up-regolazione di IL-8 e di ICAM-1 osservata sulle4®dopo trattamento combinato,
induce l'attivazione dei neutrofili aumentando leemiotassi delle cellule inflammatorie che
aderiscono al monostrato epiteliale.

| numerosi meccanismi immunologici che si attivamaeguito all'inalazione di materiale
particolato e di allergeni risultano ancora non tiétio chiari. L'individuazione e la corretta
integrazione deinetwork che regolano le risposte allergiche ai contaminantbientali,
potrebbe permettere di identificare i fattori cativnella patogenesi dell’asma e di contenere
il rapido incremento nell'insorgenza delle allerggspiratorie.

La stretta relazione tra inflammazione allergicdimquinamento ambientale potrebbe
essere alla base della severita dei sintomi odserea soggetti allergici. L’esacerbazione
delle patologie allergiche-respiratorie potrebl@eddere dall'azione sinergica di piu stimoli e
dall'attivazione di numerose vie di trasduzione sefjnale intracellulari che amplificano le

risposte inflammatorie polmonari.
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